N

N

Les enzymes de biosynthese des glycosaminoglycanes:
étude structurale et fonctionnelle de la 54GalT7
humaine et caractérisation moléculaire des mutations
responsables du syndrome progéroide d’Ehlers-Danlos

Ibtissam Talhaoui

» To cite this version:

Ibtissam Talhaoui. Les enzymes de biosynthése des glycosaminoglycanes: étude structurale et fonc-
tionnelle de la $4GalT7 humaine et caractérisation moléculaire des mutations responsables du syn-
drome progéroide d’Ehlers-Danlos. Médecine humaine et pathologie. Université Henri Poincaré -
Nancy 1, 2010. Frangais. NNT: 2010NAN10126 . tel-01746345

HAL Id: tel-01746345
https://hal.univ-lorraine.fr/tel-01746345
Submitted on 29 Mar 2018

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est

archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://hal.univ-lorraine.fr/tel-01746345
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE
DE LORRAINE

AVERTISSEMENT

Ce document est le fruit d'un long travail approuvé par le jury de
soutenance et mis a disposition de I'ensemble de Ila
communauté universitaire élargie.

Il est soumis a la propriété intellectuelle de l'auteur. Ceci
implique une obligation de citation et de réeférencement lors de
I'utilisation de ce document.

D'autre part, toute contrefacon, plagiat, reproduction illicite
encourt une poursuite penale.

Contact : ddoc-theses-contact@univ-lorraine.fr

LIENS

Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 122. 4

Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 335.2- L 335.10
http://www.cfcopies.com/V2/leg/leg droi.php
http://www.culture.gouv.fr/culture/infos-pratiques/droits/protection.htm




Nancy-Université

\Université

Henri Poincaré

Ecole Doctorale BioSE (Biologie, Santé, Environnement)

Theése

Présentée et soutenue publiquement pour I’obtention du titre de

DOCTEUR DE PUNIVERSITE HENRI POINCARE

Mention: « Sciences de la Vie et de la Santé »

par Ibtissam TALHAOUI

Les enzymes de biosynthese des glycosaminoglycanes:
Etude structurale et fonctionnelle de la f4GalT7 humaine et
caractérisation moléculaire des mutations responsables du

syndrome progéroide d’Ehlers-Danlos

Le 10 Décembre 2010

Membres du jury :
Rapporteurs : Madame Christelle BRETON, Professeur, CERMAV-CNRS, Grenoble

Monsieur Philippe LASSALLE, Directeur de Recherche INSERM, INSERM U774, Lille
Examinateurs : Monsieur David BONNAFFE, Professeur, UMR-CNRS-UPS 8182, Orsay

Madame Sylvie FOURNEL-GIGLEUX, Directeur de Recherche INSERM, UMR 7561
CNRS-Nancy Université, Vandeeuvre-lés-Nancy (Directeur de these)

Monsieur Mohamed OUZZINE, Directeur de Recherche INSERM, UMR 7561 CNRS-
Nancy Université, Vandceuvre-lés-Nancy

Madame Brigitte LEININGER-MULLER, Professeur, UMR-S 954 [INSERM,

Vandceuvre-lés-Nancy

Laboratoire de Physiopathologie, Pharmacologie et Ingénierie Articulaires - UMR 7561 CNRS-Nancy
Université - Faculté de Médecine — BP 184- 54505 Vandceuvre-lés-Nancy


http://www.creads.org/

Ce travail a été réalisé au sein du
Laboratoire de Pharmacologie, Physiopathologie et Ingénierie Articulaires
UMR 7561 - Université Henri Poincaré - Nancy [

(Directeur: Dr. Jacques Magdalou; Directeur adjoint: Pr. Patrick Netter)

Equipe Pharmacologie Moléculaire, Structure-Fonction

Responsables: Dr. Sylvie Fournel-Gigleux, Dr. Mohamed Ouzzine

Les ¢études phylogénétiques ont été effectuées en collaboration avec le Dr. Rafael ORIOL
(INSERM U1004, Villejuif, France).

Les études de modélisation de la B1,4-galactosyltransférase ont été réalisées en collaboration
avec le Dr. Guillermo MULLIERT (UMR CNRS 7036 - UHP Nancy 1).

Nous les remercions vivement pour leur contribution.

Ce travail a bénéficié du soutien financier de 1’Institut National de la Sant¢ et
de la Recherche Médicale (INSERM), de la Région Lorraine, de la Communauté
Urbaine du Grand Nancy, du Ministere de I’Education Nationale de la Recherche
et de la Technologie, de I’Université Henri-Poincaré et du Centre National de la

Recherche Scientifique (CNRS)

Il a bénéficié de financement de I’ Agence Nationale pour la Recherche

(GAGNetwork ANR-08-PCVI-0023-01), de la Ligue Régionale contre le Cancer et du
Laboratoire Européen Associ¢ CNRS-UHP-Nancy [-Université de Dundee (SFGEN)



Zemernciements

Je souhaite exprimer tout d’abord mes remerciements aux membres du jury qui ont accepté

d’évaluer mon travail de thése.

A Madame le Professeur, Christelle BRETON, pour avoir accepté la charge de juger cette
thése en qualité de rapporteur. Qu’elle trouve ici I’expression de ma sincére reconnaissance et

I’expression de mes remerciements les plus respectucux.

A Monsieur le Docteur Philippe LASSALLE, pour avoir accepté également de juger ce travail
de thése en qualité de rapporteur. Qu’il trouve ici I’assurance de ma sincére reconnaissance et

de mon profond respect.

A Monsieur le professeur David BONNAFFE, pour avoir accepté de juger ce travail en

qualité d’examinateur. Veuillez trouver ici I’expression de ma profonde gratitude.

Mes plus vifs remerciements a Monsieur le Docteur Mohamed OUZZINE, pour ses précieux
conseils et pour ses idées scientifiques toujours efficaces et originales. Merci également pour

avoir accepté de juger ce travail en tant qu’examinateur.

A Madame le Professeur Brigitte LEININGER-MULLER, pour avoir accepté d’étre membre
de ce jury de thése. Merci de m’avoir introduit a ’univers passionnant de 1’enseignement
supérieur et de m’avoir permis de découvrir le métier d’enseignant-chercheur au cours de mon

expérience d’ATER.

A Madame le Docteur Sylvie FOURNEL-GIGLEUX, ma Directrice de thése, qui a su me
laisser la liberté nécessaire a 1’accomplissement de mes travaux, tout en y gardant un ceil
critique et avisé. Merci pour avoir cru en moi, méme si ¢a n’a pas été toujours facile, pour
avoir orientée mes recherches au bon moment, pour le soutien permanent et pour tout le reste,

un grand merci.

A Monsieur le Docteur Jacques MAGDALOU, pour m’avoir accueillie au sein de son

Laboratoire, et pour ses conseils, qu’il trouve ici I’expression de ma gratitude.

A Monsieur le Professeur Patrick NETTER, qu’il trouve ici le témoignage de mes sincéres

remerciements.



Un grand merci a Sandrine pour le temps consacré a la correction de ce manuscrit, j’espere

que je n’ai pas trop bousculé ton emploi du temps.

Merci a Lydia pour sa bonne humeur, tu as toujours su mettre une bonne ambiance méme

quand on était en pleines manips, ¢a ne t’a jamais empécher de chanter. Continue comme ¢a !

Merci a Matthieu pour ton aide précieuse, heureusement que tu as été la. Ca ne fait pas tres
longtemps depuis que tu appartiens a 1’équipe, et pourtant tu as su gagner la confiance et le
grand respect de tout le monde. Je n’oublierai pas ta gentillesse, je te souhaite bonne

continuation et bonne chance dans la vie.

Je remercie tout particulierement Dong, pour avoir été la pour moi, pour les nombreuses
discussions (de tout et de rien), qu'on a eu dans le fameux Tram Nancéen, pour tous les
moments qu’on a partagé depuis plus de 5 ans déja au R... Je te souhaite bon courage et bonne

chance pour ton post-doc.

Au grand Moustapha, merci pour ta joie de vivre et ta philosophie, tu es quelqu’un qui sait
prendre du plaisir en aidant les autres, je te dis tout simplement, chapeau. Pour tes talents de
bricoleur avec un peu plus de pratique et ton "ventilo” marchera parfaitement la prochaine

fois.

A Catherine pour tous les moments qu’on a partagé ensemble. Au petit Moustapha, le
doctorant de 1’équipe, je te souhaite bonne chance pour ta thése. A Nick, le dernier arrivé dans
I’équipe, merci pour tes conseils et surtout pour tes fous rires contagieux, méme si cela
m’empéchait de manger. A Xianqing, je te souhaite beaucoup de chance et de courage, je sais
que ce n’est pas facile car je suis déja passée par la, mais dis toi que la prochaine soutenance
sera la tienne. Je crois que je vais faire bref car la liste est interminable, un grand merci a tous

les étudiants et personnels que j’ai cotoyé a ’UMR7561.

Merci @ mes amis de fac et d’enfance, en France, Allemagne, Belgique, Espagne et Maroc,
pour avoir toujours pris de mes nouvelles, pour avoir toujours été 1a pour moi et pour leurs

encouragements, je sais que nos chemins se sont séparés mais vive I’internet !

Enfin, & mes parents qui m’ont toujours soutenu et encouragé pour aller jusqu’au bout. Les
mots ne suffiront pour vous remercier. A ma petite famille Hicham, Mohamed, Souhayla,

Houssam et la petite Sarah, vous me manquez beaucoup.

A tous ceux que je n’ai pas cité et qui se reconnaitront dans ces quelques lignes, tout

simplement, merci.



%MM
%MM&&W

L%Mmyw'ﬂwdmédm

Dans un woyage, le plus long est de franchin le sead

VARRON



o orire



SOOI I AL €. e veeenieerenrereneeeeeneeesesesesesssesasssesssssssssssssssssssssssasssssassssssssssonsnns 1
LiStE deS 1IIUSTIATIONS . . .« v v tet ettt ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e 7

LiStE dES @DTEVIATIONS. . .. e v v ettt ettt ettt e e e s 11

Introduction bibliographique

Chapitre 1: Protéoglycanes et glycosaminoglycanes.....................ocuu... 14
L. INTRODUCGTION. ...ttt e 14
II. STRUCTURE ET ORGANISATION DES PGS...ovvviiiiiiiiiiiie e, 14

IL1. La protéine "Core" ... . .ottt e e et e eree e e ereeeaaee s 14
I1.2. Les chaines de GAGS........ooviiiiiiiiiiiiii it eeieseeseesieeieeeee 15
I1.2.1. L’héparine et les héparane sulfates (Hp/HS)..........ccoooeiiiiiiiiit. 17
I1.2.2. Les kératane sulfates (KS)..........coovviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeieeee. 17
I1.2.2.1. La classe des kératane sulfates de type I (KSI)......................... 17
I1.2.2.2. La classe des kératane sulfates de type II (KSII)....................... 18
I1.2.2.3. La classe des kératane sulfates de type III (KSIII)..................... 19
I1.2.3. Les chondroitine sulfates (CS).......covviviiiiiiiiiiiii s 19
I1.2.4. Les dermatane sulfates (DS).........ccooiiiiiiiiii e, 19
I1.2.5. L’acide hyaluronique (AH)........ccooiiiiii e 20
I1.3. Les principales fonctions biologiques des GAGS..........c..coviiiiiiinnnnn 20
II. CLASSIFICATION DES PGS...ouviniiiiiiiiiee e 22
III.1. Les PGS MEMDbBTIanaires. . ......coueiuuintiiie it 22
II.1.1. La famille des syndécans. ..........co.ooeviiiiiiiiiiiiiiiieeeae, 22
II.1.1.1. L’organisation des syndécans. .............coeoevinuineiniiinnennnnn 22
II1.1.1.2. Distribution et fonctions biologiques des syndécans................. 24

La signalisation cellulaire du syndécan via ses chaines d’HS.................. 24

La signalisation du syndécan via la protéine "core", exemple de

I"implication du syndécan-2 dans la voie de signalisation du TGF-§... ... ... 26
II.1.2. La famille des CD44. ... 27
II1.1.2.1. L’organisation des CD44 ... ..ot 27
I1.1.2.2. Les fonctions des CD44........cooiiiiiii e 28
II1.1.3. La famille des glypicans.............oooviiiiiiiiiiiii e, 29
II.1.3.1. L’organisation des glypicans..............coeviiiiiiieiieniieennnannn.. 29



II1.1.3.2. Les fonctions des glypicans...........ooeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieenns
I1.2. Les PGs intracellulaires.............ooeiiiiiiiiiiiiii e,
II1.3. Les PGs extracellulaires. ..........o.evuiieiiiiii e
L 00 T D T o7 | [
I1.3.1.1. L’organisation structurale de I’agrécane................................
II1.3.1.2. Les fonctions de I’agrécane. ............ccoviviiiiiiiiiiiiiiiiiieienan,
II1.3.2. Les PGs de la membrane basale..............c..coooiiiiiiiiiiii,
IIL3.2. 1. Le perlecan. .. ...c.ounuiiiii e e
II1.3.2.1.a. L’organisation structurale du perlecan..............................
I1.3.2.1.b. Les fonctions du perlecan...............c.ccoveiiiiiiiiiiiinannnnn.
I1.3.2.2. Le bamacan. .. ......eueeniieit e
U BRI T B T o 1 T PP
II1.3.2.4. Le collagéne XV et le collagéne XVIIIL...............coooiiiiiiinin.
I11.3.3. La famille des Small Leucine Rich proteoglycans (SLRPs)...............
II1.3.3.1. Les principaux SLRPS.........cociiiiiiiii e,
I1.3.3.1.1. La fibromoduline. ..o
IML3.3.1.2. Le lumican. ..o
IL3.3.1.3. Lebiglycan........c.ooiiiiiiii e,
I1.3.3.1.4. La décorine. ......ooueineiii e,

I11.3.4. Les PGs circulants: exemple de I’endocan...................oooiiiiiin.

Chapitre 2 : Les glycosyltransférases (GTS)......ccoevvveviiiiisneiiiiiisaneenns
GENETALILES. . ..ot
[. CLASSIFICATION DES GTS. ..ttt et
II. LE REPLIEMENT DES GTSs, "FOLDS" ...,
IL1. Lastructure de type GT-A. . ...
I1.2. La topologie de type GT-B.......coiiiiiii e
I. LES GALACTOSYLTRANSFERASES (GalTs)....c.covvuiiiiiiiiiiiiiinieinen
IIL.1. La famille des BAGalTs.....c.oovneiiiii e
I1.2. La BAGalT1 BOVINE. ...t e
IIL3. Les BAGaALT 7S .ottt e e
II1.3.1. Les propriétés enzymatiqUes. . ... .....oueeueeeneenernenteneeneineneennenennen
I11.3.2. La B4GalT7 de drosophile (Drosophila melanogaster)...........................



Chapitre 3 : Les voies de biosynthése des PGS...........cccccevvvveiiiiniieinnn 64

I. LABIOSYNTHESE DES PGS, 64
II. LA FORMATION DE L’AMORCE TETRASACCHARIDIQUE.............ccccccc... 65

II. LA POLYMERISATION DES CHAINES DE GAGS.......ovoiiiiiiiiiiiiiinann, 67
III.1. La polymérisation des chaines de CS/DS...........cooiiiiiiiiiiiiiiiiinn. 67
I11.2. La polymérisation des chaines d’Hp/HS.............coooiiiiiiii i, 68

IV. LES REACTIONS DE MODIFICATION DES CHAINES DE GAGs DES PGs 69
IV.1. Les réactions de modification de I’amorce tétrasaccharidique.................. 69

IV.1.1. La phosphorylation en C2 du xylose de I’amorce tétrasaccharidique...... 70
IV.1.2. La sulfatation des galactoses de I’amorce tétrasaccharidique................. 71
IV.2. Les modifications des différentes chaines de GAGS............c.coveiiiiiiinn... 72
IV.2.1. La sulfatation des Hp/HS..........coiiiiiiii e, 73
IV.2.1.1. La N-déacétylation/N-sulfatation des HS.............................. 73

IV.2.1.2. La O-sulfatation des Hp/HS............cooiiiiiiiiii e, 73

IV.2.2. La sulfatation des CS/DS.... ..ot 74

V. LA DEGRADATION ET LE RECYCLAGE OU "TURNOVER" DES PGs.......... 75

Présentation de I’étude

Présentation de 'étude. ... ..o 77

Matériels et méthodes.......cccceviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiieenne. 82

A7 17 T L 82

1. Les lignées cellulaires et réactifs de culture cellulaire......................oooit. 82

2. Les réactifs de biologie moléculaire..............c.oooviiiiiiiiiiiiii e, 82

3. Les réactifs ChImMIQUeS. .......ouviiiii e 82

4. Les réactifs radiomarqueés. ... .....o.oiuiiniitiit ettt 83

5. Les réactifs bioChimiqUes. ... ....ouiiuiiiiiii e 83
Méthodes

EXPErimeNtales....ccvueiiiniiiieiiieiiiieiiieiiiniiisetssstcssssssasossssssssosssssnssaresssssssssnsssss 83

I. CLONAGE DE LA p4GalT7 HUMAINE ET CONSTRUCTION DES

VECTEURS D’EXPRESSION. .. .ottt 83

1. Construction du vecteur d’expression pcDNA-B4GalT7............cooviiiiniinn... 84

2. Construction du vecteur d’expression pET-B4GalT7..........coooviiiiiiiiiiiinnn... 84



II. CLONAGE DE LA DECORINE HUMAINE ET CONSTRUCTION DU
VECTEUR D’EXPRESSION pcDNA-DECORINE..........cooooiii
III. MUTAGENESE DIRIGEE PAR PCR.....cooiiii e
IV. EXPRESSION HETEROLOGUE DE LA p4GalT7 RECOMBINANTE
1. Expression de la f4GalT7 dans des cellules eucaryotes...............coevviiniinenn...
1.1. Transfection transitoire des cellules eucaryotes (HeLa et CHO-pgsB618)
AVEC 1a BAGalT 7. et e

2. Expression stable de la décorine dans des cellules CHO-pgsB618 ...............
a. Purification de la décorine par chromatographie d’affinité (Immobilized

Metal Affinity Chromatography, IMAC)........c.cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiai e,
PIICIDC . .ottt et e

Protocole de PUITTICALION. . . oottt e e e e e et

1.3. Analyse de I’expression protéique par immunoblot..............................e.

Séparation des protéines par ElectrophoreSe. ..oveeeeeeeee et e e

Transfert des protéines sur membrane de polyvinylidéne difluorure (PVDF)

L IMMUNOAEIECTION. .+« ettt ettt e e e e e e e et et e e e e et

2. Expression de la f4GalT7 sous forme soluble dans les bactéries BL21...............
2.1. Purification de la protéine par chromatographie d’affinité.......................

PGP, ettt e

Protocole de puITfiCatION. . ..o e ettt e e et e e e e e e e

3. D0SAZE A€ PrOtEINES. ... uveettete et ettt ettt et eeeeee e e et e e e ae e
4. Mesure de 1’activit€ enzymatiqUe. ........ooveenieeireenie et eieeieenneennns
4.1. Mesure de I’activité enzymatique par CLHP en phase inverse...................
4.2. Mesure de I’activité enzymatique par CCM selon la méthode de Bansal et
GESSNET (1980). . et e e e
5. Détermination des constantes enzymatiques Viax, Km €t Kcateveevveenneenineninnennnnn..
6. Exploitation des données. ..........o.evuiiiiiiiiii e

V. EXTRACTION ET ANALYSE DES GAGs PAR INCORPORATION DU

1. Analyse du taux de biosynthése des GAGs endogenes.............cooevvviviennnnnn..
2. Analyse des chaines de GAGs synthétisées sur la protéine "core" de la décorine

par SDS-PAGE et autoradiographie.............ooeiiiiiiiiiii e

85
85

86
86

86
86

87
87
87
87
87

87
89
89
89
89
90
90
91

91

91

92

93
93

94



3. Analyse de I’initiation de la biosynthése des chaines de GAGs sur les xylosides

exogenes par SDS-PAGE. ... e

4. Marquage des cellules CHO-pgsB618 par immunofluorescence indirecte..........
4.1. Analyse de I’expression des chaines d’HS au niveau de la membrane
cellulaire. ... ..o
4.2. Analyse de I’expression et de la localisation cellulaire de la B4GalT7 par

IMMUNOTTUOIESCENCE INAITECTE. ..ottt ettt ettt e e e e

Résultats

Publication n°1

Caractérisation structurale et fonctionnelle de la f4GalT7humaine, et exploration
du site actif de Penzyme......cccvveiiiniiiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiieiieniommmmmiemississssssssssses
I. ANALYSE PHYLOGENETIQUE DE LA FAMILLE DES p4GalT7s...............
II. EXPLORATION DES ACIDES AMINES DES MOTIFS '®DVD'® ET

2IEWGWGREDDE?™ par mutagenese dirigée............uuueeeeueeeeeieeeeeeeeeen...
IL.1. Activité galactosyltransférase in vitro de la f4GalT7 recombinante humaine
et propriétés cinétiques de I’enzyme sauvage et des mutants...................ccceeeeee
II1.2. Etude de I’effet de la mutation du Trp224 sur la spécificité de substrat de la
BAGaIT7 MUMAINE. ...ttt e et et et e e e e neeanas
I1.2.1. Effet de la mutation W224H sur la spécificité de la B4GalT7 vis-a-vis

SU SUDSErat dONNEUL. .......etti e
I1.2.2. Effet de la mutation W224H sur la spécificité de la f4GalT7 vis-a-vis
dU SUDSTIAt ACCEPIEUL. .. .utt ettt et e

I1.3. Activité galactosyltransférase ex vivo de la f4GalT7 humaine sauvage et

I1.3.1. Substrat accepteur xylosidique exogene: 4-MOX...........ccoovviineennn...

I1.3.2. Substrat accepteur endogene: protéine "core" de la décorine...............

I1.4. Caractérisation ex vivo des propriétés fonctionnelles de la f4GalT7 sauvage

€1 dES MULANTS. . ...ttt

III. ETUDE DU ROLE DU PREMIER RESIDU HIS (His257) DU MOTIF
CONSERVE HXH DANS LA FORMATION DE LIAISONS DE
COORDINATIONS AVEC LES CATIONS DIVALENTS....c.coiiiiiiiiieen,
IL 1. Etudes in VItro/ex VIVO...........ouuiiuii i

II1.2. Caractérisation de I’activation de la f4GalT7 sauvage et du mutant H257A

94
95

95

95

96
96

97

97

103

103

104

107

107

108

108

111
111



par les cations MEtalliques. .......o.eiiiiiiii i 113

Publication n°2

Caractérisation enzymatique des mutations de la f4GalT7 humaine associées au

syndrome progéroide d’Ehlers-Danlos...........c.cccceeuueeee. 115
1. Analyse des effets des mutations du syndrome progéroide d’Ehlers-Danlos sur
I’activité enzymatique de la f4GalT7 humaine et ses propriétés enzymatiques........... 115
2. Modélisation moléculaire de la B4GalT7 humaine..................ccooeiiiiiiiininn... 119

3. Analyse des conséquences fonctionnelles des mutations associées a la forme
progéroide du syndrome d’Ehlers-Danlos, sur la syntheése des GAGs ex vivo dans les

cellules CHO-p@SBO18..... .o e, 119

Publication n°3

Etude des mécanismes de régulation des voies de biosynthése des GAGs............... 122
1. Analyse du profil de méthylation des geénes codant pour les GTs et les STs
impliquées dans la synthése et la modification des HS, dans les cellules HEMC...... 122
2. Analyse des conséquences de la déméthylation des genes d’intérét par évaluation
de leur taux d’expression dans des cellules de chondrosarcome humain apres
traitement @ 1a 5-Aza-dc...... ... 123
3. Analyse de l’effet du traitement des cellules HEMC par la 5-Aza-dc sur la
sulfatation des chaines de GAGs des PGs cellulaires...............c.cciiiiiiiiin. 124

4. Comparaison entre I’effet de la surexpression des 3-OSTs et le traitement par la 5-

Aza-dc sur I’expression des HSPGs dans les cellules HEMC......................L 125

5. Effet des modifications de la sulfatation des HSPGs sur le comportement

cellulaire des HEMUC . ... ..o e, 126
DiSCUSSION...utiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiieienette e e cenessnesnessnsssessnssssessesnessnes 128
Conclusions et PerSPeCtives....ccviiiieeiiiiinriiiiieiieiieriessiieiessscsssssssssssscssnsssssens 141
Références bibliographiques.........ccoviiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiniieiiieieinecsnersensns 145
ATIIICX@S .t euueeieeiineiinetiieeeieeeiscessecssscssssesssssssscsssssssssssscsssssssscsssssssscssassns 171



Lo s



Liste des illustrations

Figures

Figure 1 (page 16):

Figure 2 (page 18):

Figure 3 (page 18):

Figure 4 (page 19):

Figure 5 (page 22):

Figure 6 (page 23):

Figure 7 (page 25):

Figure 8 (page 26):

Figure 9 (page 27):

Figure 10 (page 29):
Figure 11 (page 32):

Figure 12 (page 33):

Figure 13 (page 35):
Figure 14 (page 36):
Figure 15 (page 37):
Figure 16 (page 39):
Figure 17 (page 42):

Figure 18 (page 45):

Représentation schématique des motifs disaccharidiques répétitifs des
différents types de GAGs

Organisation structurale schématique des kératane sulfates de type I
(KSI)

Organisation structurale schématique des kératane sulfates de type 11
(KSII)

Organisation structurale schématique des kératane sulfates de type I1I
(KSIII)

Représentation schématique des membres de la famille des syndécans

Représentation schématique des domaines fonctionnels des
syndécans

Présentation schématique de la signalisation du syndécan via la
fixation des facteurs de croissance par les chaines d’HS

Présentation schématique de la modulation de la signalisation du
TGF-B par le syndécan-2

Présentation schématique de la structure de la protéine CD44
Présentation schématique de la structure des glypicans
Représentation schématique de la MEC du cartilage articulaire

Représentation schématique de 1’organisation d’un monomere
d’agrécane et de ses domaines structuraux

Présentation schématique de la structure du perlecan

Présentation schématique du bamacan

Présentation schématique de ’agrine

Présentation schématique de 1’organisation du Col XV chez ’homme
Présentation schématique de la famille des SLRPs

Représentation schématique de la superposition des dimeres de la
décorine et du biglycan



Figure 19 (page 46):

Figure 20 (page 50):

Figure 21 (page 51):

Figure 22 (page 56):

Figure 23 (page 57):

Figure 24 (page 58):

Figure 25 (page 59):

Figure 26 (page 62):

Figure 27 (page 63):

Figure 28 (page 65):

Figure 29 (page 68):

Figure 30 (page 69):

Figure 31 (page 70):
Figure 32 (page 72):

Figure 33 (page 84):

Figure 34 (page 88):

Figure 35 (page 102):

Représentation schématique de I’interaction entre les SLRPs et les
fibres de collagéne

M¢écanismes réactionnels enzymatique de type glycosyltransférase
avec rétention ou inversion de la configuration anomérique du sucre
donneur

Principales structures 3D des GTs

Structure cristallographique du domaine catalytique de la f4GalT1
bovine en présence de 'UDP-Gal et d’ions Mn*"

Représentation schématique de la réaction enzymatique catalysée par
la B4GalT7

Comparaison schématique de I’organisation des membres de la
famille des f4GalTs chez I’homme

Analyse de la relation phylogénétique entre les f4GalTs humaines, la
B4GalT7 de drosophile et de sqv-3

Organisation cristallographique de la fixation du manganése et de
I’UDP sur la f4GalT7 de drosophile

Structure cristallographique de la B4GalT7 de drosophile en présence
d’ions Mn*" et d’une molécule d”UDP

Les enzymes impliquées dans la biosynthése de I’amorce
tétrasaccharidique commune aux CS/DS et Hp/HS

Représentation schématique des voies d’¢élongation des chaines
CS/DS et des enzymes impliquées dans ces réactions

Représentation schématique de la polymérisation des chaines
d’Hp/HS et enzymes impliquées dans ces réactions

Modification de la région de liaison des chaines de GAGs
Réactions de modifications des chaines d’HS et de CS/DS

Schéma de la construction GST-B4GalT7 recombinante, exprimée
dans les cellules BL21

Schéma du protocle de purification de la décorine par le kit MagnHis
Protein Purification System de Promega

Mesure de I’activité enzymatique de la f4GalT7 sauvage et mutée en
position 224, 227 ou 228, exprimées dans la bactérie et purifiées par
chromatographie d’affinité



Figure 36 (page 106):

Figure 37 (page 110):

Figure 38 (page 111):

Figure 39 (page 112):

Figure 40 (page 113):

Figure 41 (page 114):

Figure 42 (page 116):

Figure 43 (page 118):

Structure chimique des substrats accepteurs testés

Effet de la surexpression de la B4GalT7 sauvage et mutée sur
I’initiation de la biosynthése des GAGs dans des cellules CHO-
pgsB618 traitées au 4-MOX

Effet de la surexpression de la f4GalT7 sauvage et mutée sur la
biosynthése des chaines de GAGs sur la décorine exprimée dans des
cellules CHO-pgsB618

Détermination de 1’effet de la mutation conservative et non
conservative du résidu His257 sur ’activité GalT in vitro

Détermination de I’effet de la mutation 1’His257 sur I’initiation de la
synthése des chaines de GAGs ex vivo
Activation de la 4GalT7 sauvage humaine et du mutant H257A par

les cations divalents

Analyse du taux d’expression de la 4GalT7 sauvage et des mutants
Ehlers-Danlos, par immunoblot

Mesure de I’activité enzymatique, in vitro, de la f4GalT7 sauvage et
des mutants Ehlers-Danlos exprimés dans la bactérie E. coli



Tableaux

Tableau 1 (page 21):
Tableau 2 (page 30):
Tableau 3 (page 39):
Tableau 4 page (41):

Tableau 5 (page 54):

Tableau 6 (page 76):

Tableau 7 (page 101):

Tableau 8 (page 117):

Les principales fonctions biologiques des chaines de GAGs
La famille des glypicans chez I’homme

Exemples de fonctions du Col XV

Classification de la famille des SLRPs

Principales caractéristiques fonctionnelles et distribution tissulaire
des B4GalTs

Les différentes sulfotransférases impliquées dans les réactions de
modification des chaines de GAs

Tableau de purification de la f4GalT7 recombinante humaine
exprimée dans les cellules E. coli

Tableau de purification de la protéine GST-R270C recombinante
humaine exprimée dans les cellues E. coli

10



Lo s



Liste des abréviations

5-Aza-dc
ACN
ADN
ADNCc
AH
ARN
ARNm
ASB
BGN
CASK
CAZy
Col
CPC
CpG
CSPG
3D
DEAE
DCN
DDSH
DMEM
DNA
DNMT
E. coli
ED
EDS
EGF
EST
EHS
EXT
FAK
FGF
FGFR
FM

Gal
GalNAc
B3GalT
B4GalT
gB

gC

gD

Glc

5-Aza-2’-déoxycytidine

ACétoNitrile

Acide DésoxyriboNucléique

Acide DésoxyriboNucléique complémentaire
Acide Hyaluronique

Acide RiboNucléique

Acide RiboNucléique messager
Albumine de Sérum Bovin

Biglycan
Calcium/Calmodulin-dependent Serine Protein Kinase
Carbohydrate Active enZymes
Collagene

Chlorure de CétylPyridinium
Cytidine phosphodiester Guanosine
ProtéoGlycanes a Chondroitine Sulfates
Tridimentionnel

DiEthylAminoEthyl

Décorine

Dysplasie Dysségmentale de type Silverman-Handmaker
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DeoxyRibonucleic Acid

DNA MethylTransferase

Escherichia coli

Ehlers-Danlos

Ehlers-Danlos Syndrome

Epidermal Growth Factor
Expression Sequence Tag
Engelbreth-Holm-Swarm

Exostose

Focal Adhesion Kinase

Fibroblast Growth Factor

Fibroblast Growth Factor Receptor
Fibromoduline

Galactose

N-AcétylGalactosamine
B1,3-GalactosylTransférase
B1,4-GalactosylTransférase
glycoprotéine de type B
glycoprotéine de type C
glycoprotéine de type D

Glucose

11



GIcA
GIcAT-1
GlcNAc
GST

GPC

GPI
HB-GAM
HEPES

Hp

HS
HSPG
HSV
IdoA
IgG
IPTG
KS

KO

LA
LDL
LP
LRR
LUM
MB
MEC
MOPS
4-MOX
NC
NCAM
NDST
NS
PBS
PCR
Pgp-1
PG
PKC
PMSF
PRELP
PSD
PVDF
RE
RNA
SDS-PAGE
SEA

Acide Glucuronique
B1,3-GlucuronosylTransférase
N-AcétylGlucosamine
Glutathion-S-Transférase
Glypican
Glycosyl-PhosphatidylInositol

Heparin-Binding Growth-Associated-Molecule
Tris [hydroxyméthylJaminoéthane, acide N-(2 HydroxyEthyl)Pipérazine-

N’-(2-Ethane) Sulfonique
Héparine

Héparane Sulfates

ProtéoGlycanes a Héparane Sulfate
Herpes Simplex Virus

Acide Iduronique
Immunoglobuline de classe G
Isopropyl B-D-galactopyranoside
Kératane sulfates

Knock-out

a-Lactalbumine

Low Density Liporotein

Link protein

Leucine Rich Repeat

Lumican

Membrane Basale

Matrice ExtraCellulaire

acide N-MOrpholino-3-Propane Sulfonique
4-M¢éthylOmbélliférone-7-B-D-Xyloside
Non collagénique

Neural Cell Adhesion Molecule
N-Déacétylase/N-SulfoTransférase
Non-Sulfaté

Phosphate Buffered Saline
Polymerase Chain Reacion
Phagocytic glycoprotein-1
ProtéoGlycane

Protéine Kinase C
PhénylMéthylSulfonyFluoride
Prolargine

Post-Synaptic Density
PolyVinylidéne DiFluorure
Reticulum Endoplasmique
RiboNucleic Acid

Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoreseis

Sperm protein, Enterokinase, Agrin



SGBS
SLRP
SSII
ST
SVF
TBST
TGF
TNF
VEGF
Xyl
XT

Simpson-Golabi-Behmel

Small Leucine Rich Proteoglycan
Syndrome de Schwartz-Jampel de type |
SulfoTransférase

Sérum de Veau Foetal

Tris Buffer Saline Tween
Transforming Growth Factor
Tumor Necrosis Factor

Vascular Epidermal Growth Factor
Xylose

XylosylTransférase

13



T ostsridoetions



Chapitre 1: Protéoglycanes et glycosaminoglycanes

I. INTRODUCTION

Les protéoglycanes (PGs) sont des macromolécules hydrophiles qui se composent d’une
protéine porteuse (protéine "core") sur laquelle sont fixées une ou plusieurs chaines de
carbohydrates appelées glycosaminoglycanes (GAGs). L’étude des PGs a débuté au cours des
années 1920 et s’est accélérée a partir des années 1950. Ce sont des molécules
remarquablement complexes du fait de leur double nature biochimique, de leur localisation
cellulaire variable et des nombreuses modifications qu’elles peuvent subir. La fonction des
PGs dépend a la fois de la protéine "core" et des chaines de GAGs. Les études réalisées au
cours des années 1970 ont démontré que les PGs sont situés majoritairement a la surface des
cellules et dans les matrices extracellulaires (MEC). Cette localisation stratégique leur permet
de jouer un role cl¢ dans de multiples processus physiologiques et pathologiques. En effet, ils
interagissent avec de nombreuses molécules telles que les cytokines et différents facteurs de
croissance. Par conséquent, les PGs controlent des fonctions vitales telles que la migration,
I’adhésion, la prolifération et la signalisation cellulaires, et sont également impliqués dans
I’angiogenese et 1’inflammation. Ces molécules suscitent un intérét grandissant. En effet, de
nombreuses études ont mis en évidence I’implication des PGs et/ou des GAGs dans de
multiples pathologies tels que les cancers, 1’athérosclérose, les néphropathies, la maladie
d’Alzheimer et les arthropathies, d’ou I’importance de la compréhension des mécanismes

d’action de ces molécules, de leurs voies de biosynthese et de dégradation.
II. STRUCTURE ET ORGANISATION DES PGs
II.1. La protéine "core"

La protéine "core" présente une taille variant de 30 a plus de 500 kDa (Poole, 1986;
Ruoslahti, 1988). Elle posseéde des sites d’ancrage pour les chaines de GAGs et est
responsable de la localisation des PGs. Des études récentes ont identifié plus de trente
protéines "core" différentes. Ces protéines contiennent également des domaines qui exercent
des activités biologiques particulieres (Iozzo, 1998), participant aux multiples fonctions des

PGs.
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11.2. Les chaines de GAGs

Les chaines de GAGs sont présentes en nombre variable, généralement entre 1 et 100 (Kjellén
and Lindahl, 1991; Silbert and Sugumaran, 1995). Ce sont des polysaccharides linéaires et
hétérogenes, constitués d’unités disaccharidiques répétitives. Ce motif disaccharidique est
généralement composé (sauf pour les kératane sulfates (KS)) d’un acide hexuronique (acide
glucuronique (GlcA) ou acide iduronique (IdoA)) et d’une hexosamine (N-acétylglucosamine
(GIcNAc) ou N-acétylgalactosamine (GalNAc)). Le nombre et la longueur des chaines de
GAGs sont tres variables, auxquels s’ajoutent des modifications structurales telles que des N-
sulfatations, des O-sulfatations et des épimérisations. La présence, au sein des chaines de
GAGs, d’acide uronique et de groupements sulfates confeérent aux PGs une forte charge
négative.

Les GAGs sont classés en cinq grandes familles selon la nature de I’unité disaccharidique. On
distingue les héparine/héparane sulfates (Hp/HS), les KS, les chondroitine/dermatane sulfates

(CS/DS) et I’acide hyaluronique (AH).

A T’exception de I’AH, tous les GAGs sont attachés par une liaison covalente a une protéine
"core" pour former un PG.

La Figure 1 montre deux types de GAGs, les GAGs sulfatés: Hp/HS, CS/DS et KS; et les
GAGs non sulfatés: AH.
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Figure 1. Représentation schématique des motifs disaccharidiques répétitifs des
différents types de GAGs
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I1.2.1. L’héparine et les héparane sulfates (Hp/HS)

L’Hp a été découverte en 1916 par Mc Lean. C’est le GAG le plus sulfaté, et par conséquent,
celui qui porte la plus forte charge négative. Il est exclusivement présent dans les mastocytes
au niveau des granules de stockage cytoplasmiques (Nader et al., 1980, 1999; Straus et al.,
1982). En revanche, les HS sont généralement moins sulfatés et sont distribués de fagon
ubiquitaire, chez les vertébrés et les invertébrés, a la surface cellulaire et dans les MEC
(Cassaro and Dietrich, 1977). La protéine "core" de I’Hp est la serglycine, tandis que les PGs
a HS (HSPGs) présentent différents types de squelettes peptidiques (Kjellén, 1991; David,
1993; lozzo, 1994). L’Hp et les HS sont des polysaccharides linéaires qui présentent des
similarités structurales. Ils sont composés d’une D-glucosamine (GlcN) liée a un acide D-
glucuronique (GIcA) ou un acide L-iduronique (IdoA), par la formation d’une liaison de type
al,4. Au cours des processus de biosynthése des GAGs, ce motif disaccharique va connaitre
des modifications treés diverses. En effet, la GIcN peut étre N-acétylée (GIcNAc) ou sulfatée
(GIeNS), ou encore O-sulfatée en position 6 (GIcNAc(6S) et GIcN(6S)), et plus rarement O-
sulfatée en position 3 (GIcNS(3S) et GIcNS(3,6S)). 11 est plus rare, mais possible, de trouver
la GlcN sous forme modifiée (GIcNH;). Quant au GIcA, il peut étre épimérisé en position C5
pour donner 1I’IdoA, ou O-sulfaté en position 2 (GIcA2S et I[doA2S). La charge négative des
groupements sulfates des Hp/HS constitue un élément clé de I’interaction entre les chaines de

GAGs et d’autres macromolécules et médiateurs solubles.

I1.2.2. Les kératane sulfates (KS)

Les chaines de KS ont été extraites a partir de la cornée et identifiées pour la premicre fois en
1939 (Suzuki et al., 1939). La structure de ces GAGs n’a ¢été élucidée que beaucoup plus tard
en 1953 par Karl Meyer, qui leur a attribué le nom de « kératosulfates » (Meyer et al., 1953).
L’unité¢ disaccharidique répétitive des KS est constituée d’un galactose (Gal) li¢ a une
GlcNAc pour former le disaccharide: 3Galf1,4GIcNAc. Chaque sucre peut étre sulfaté en
position C6. Selon la structure de I’oligosaccharide qui permet la liaison des KS a la protéine,

on distingue trois classes de KS: KSI, KSII et KSIII.

I1.2.2.1. La classe des kératane sulfates de type I (KSI)

Les KS de type I sont attachées a une asparagine (Asn) de la protéine "core" par une liaison
N-glycosidique. On les trouve aussi bien dans la cornée que dans le cartilage. En effet, la

fibromoduline, la prolargine (PRELP) et 1’ostéo-cadhérine localisées dans le cartilage et dans
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’0s portent des chaines de KSI. Un fucose peut éventuellement se fixer sur le premier résidu
GlcNAc li¢ a I’Asn comme indiqué dans la Figure 2.

KS

A
e
SO4 SO4

~

B\ B
3Galp-4GlcNAc-2Man-6 |
Man-4GIlcNAc-4GlcNAc-N-Asn
/
3GalpB-4GlcNAc-2Man-6
¥ 4 7

kS()4 SOy

~—

[KS]

Figure 2. Organisation structurale schématique des kératane sulfates de type I (KSI)

L’oligosaccharide qui lie les chaines de KSI a I’ Asn de la protéine "core" peut porter un fucose lié a la
premiére GlcNAc. Les parenthéses indiquent que ce KS peut étre absent. Les deux sucres du motif
disaccharidique peuvent subir des sulfatations en C6. Asparagine (Asn), Galactose (Gal), N-
acétyglucosamine (GIcNAc), Mannose (Man), Fucose (Fuc).

I1.2.2.2. La classe des kératane sulfates de type II (KSII)

Ce groupe de GAGs est toujours li¢ a une sérine ou une thréonine (Ser/Thr) de la protéine
"core" par une liaison O-glycosidique (O-GalNAc) (Figure 3). Les KSII se lient
exclusivement a la protéine "core" de 1’agrécane, qui représente le PG majoritaire du
cartilage. Les KSII sont des GAGs hautement sulfatés (Nieduszynski ef al., 1990) et peuvent
porter des acides sialiques (Funderburgh, 2000).

KS

A
e I

SO4 SO,

U AN
3Galp-4GIcNAc-6
GalNAc-O-Ser/Thr
SA3-Gal-3

Figure 3. Organisation structurale schématique des kératane sulfates de type II (KSII)

Ces KS se fixent sur un acide aminé de type sérine (Ser) ou thréonine (Thr) de la protéine "core", via
la formation d’une liaison O-glycosidique. Un acide sialique (SA) peut étre lié au galactose (Gal) de la
région de liaison des KSII.
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I1.2.2.3. La classe des kératane sulfates de type I11

Les KS de type III ont été identifiés plus récemment dans le cerveau (Krusius et al., 1986). Ils
présentent la structure la plus simple des chaines de KS. Les KSIII sont attachés au mannose
lui-méme li¢ a une Ser (ou Thr) de la protéine "core" par une liaison O-glycosidique (Figure

4). KS

A
e N

SO, SO,

hY o
3GalB-4GlcNAc-6Man-O-Ser/Thr

Figure 4. Organisation structurale schématique des kératane sulfates de type III (KSIII)

Les chaines de KS se fixent sur la sérine (Ser) ou la thréonine (Thr) de la protéine "core" par une
liaison O-glycosidique de type O-mannose (Man). Galactose (Gal), N-acétylglucosamine (GIcNAc).

I1.2.3. Les chondroitine sulfates (CS)

L’unité disaccharidique répétitive des CS est composée d’un GIcA attaché a une GalNAc, via
une liaison de type B1,3 (Figure 1) formant un motif GIcAB(1,3)GalNAcP(1,4). Les CS sont
des GAGs sulfatés majeurs. Ils sont présents au niveau de la surface cellulaire et surtout dans
les MEC des tissus. Au niveau du cartilage, le PG majoritaire est I’agrécane qui présente
principalement des chaines de CS et un plus petit nombre de chaines de KS. Au cours des
pathologies articulaires, la perte d’anabolisme des CS et I’altération de leur structure est un
événement majeur, contribuant a la dégradation de la matrice cartilagineuse et a la perte de la
fonction articulaire. Les CS peuvent subir différentes modifications, ainsi le GIcA peut étre
sulfaté en C2 et le GalNAc peut étre sulfaté en C4 et/ou C6 pour produire respectivement des

CS de type A (BGlcA(1,3)pGalNAc4S) et des CS de type C (BGIcA(1,3)BGalNAc6S).

I1.2.4. Les dermatane sulfates (DS)

Les DS sont les GAGs exprimés de fagon prédominante dans la peau. Ils sont aussi connus
sous le nom de CS de type B (CS-B) et présentent des activités anti-coagulante et anti-
thrombotique importantes. Un DS peut étre considéré comme un "dérivé" de CS, le motif
disaccharique répétitif est composé d’un IdoA 1i¢ & une GalNAc par une liaison al,3 pour
former le motif IdoAa(1,3)GalNAcB(1,4).

L’IdoA résulte de 1I’épimérisation en C5 du GlcA, présent sur les chaines de CS (Malnstron et

al., 1975; 1984). Ainsi la présence de I’IdoA permet de distinguer les DS (ou CS-B) des CS-A
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(chondroitine 4-O-sulfatés) et des CS-C (chondroitine 6-O-sulfatés). Ce sucre permet
I’acquisition d’une flexibilit¢ conformationnelle facilitant les interactions entre protéines
(Ferro et al., 1990). Le poids moléculaire des DS varie entre 12 et 45 kDa (Linhardt et al.,
1995). Ce sont des chaines qui subissent différentes modifications de I’acide uronique et/ou
de I’hexosamine. Par conséquent, une chaine de DS peut contenir: 1) IdoA et GlcA, ou IdoA
2-O-sulfaté, 2) GalNAc non sulfatée, 3) GalNAc 4-O-sulfatée, 4) GalNAc 6-O-sulfatée, 5)
GalNAc 4-O- et 6-O-disulfatée.

I1.2.5. L’acide hyaluronique (AH)

L’AH a ¢été décrit pour la premicre fois en 1934 (Meyer et al, 1934). C’est un
hétéropolysaccharide linéaire composé d’une seule unité disaccharidique répétitive, constituée
de GIcA et de GlcNAc ((1,4)GIcAB(1,3)GIcNAcpP, Figure 1). L’AH présente une taille
moyenne de 5,000 kDa (entre 10 et 10* kDa) et est composé de 10,000 unités
disaccharidiques en moyenne. C’est un GAG qui a la particularité de ne jamais étre sulfaté et
de ne pas étre li¢ a une protéine "core".

On trouve I’AH dans les tissus de tous les vertébrés et a la surface de bactéries pathogenes,
telles que Streptococcus et Pasteurella (Fraser et al., 1997), ainsi qu’a ’intérieur des cellules
de mammiferes. La forte charge anionique de I’AH fait de cette molécule un déterminant

important de I’hydratation tissulaire (Turino and Cantor, 2003).
I1.3. Les principales fonctions biologiques des GAGs

Les GAGs sont des molécules qui ont la capacit¢ d’interagir avec un grand nombre de
protéines telles que les protéases, les facteurs de croissances et les récepteurs situés a la
surface des cellules. Ainsi, ces molécules sont capables de moduler la transduction du signal
associ¢ a des processus physiologiques tel que le développement, la prolifération cellulaire et
I’angiogenese. De plus, il a ét¢ démontré que les GAGs sont utilisés par plusieurs agents
pathogeénes pour pénétrer dans la cellule (Handel, 2005).

Les principales fonctions biologiques des six types de chaines de GAGs sont présentées dans

le Tableau 1.
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Type de Fonction biologique
GAGs

Hp Effet anti-coagulant (Whitelock et al., 2005)
Stabilisation de certaines tryptases exprimeées par les mastocytes (Ruoss et
al., 1991)
Modulation de I’activité de diverses chymases (Green et al., 1993)
Régulation de la réponse inflammatoire (Page ef al., 1997)
Remodelage des voies respiratoires dans le cas de I’asthme (Tyrell et al.,
1995)

HS Interaction avec les cytokines, les chimiokines et les interleukines (Handel
et al., 2005, Aviezer, et al., 1999)
Morphogenése, développement et organogenése (Whitelock et al., 2005)
Corécepteurs de différents récepteurs a tyrosine kinases (Miserocchi et al.,
2001)

KS Hydratation des tissus (Monzon ef al., 2006)
Biologie cellulaire (Monzon ef al., 2006)
GAQG le plus abondant des voies respiratoires (De Merdios et al., 2005)

CS Prévention de I’inflammation (Takagaki et al., 2002)
Modulation de la réponse immunitaire (Raman et al., 2005)
Maintien de la structure et des propriétés biomécaniques du cartilage
(Takagaki et al., 2002)
Régulation de I’adhésion des cellules a la MEC (Takagaki et al., 2002)

DS Organisation du collagéne (Handel ef al., 2005)
Régulation de I’activité du TGF- (Turino et al., 2003)
Stabilisation de la membrane basale (Handel ef al., 2005)
Régulation des interactions cellule-cellule et cellule-matrice (Turino et al.,
2003)

AH Stabilisation des tissus conjonctifs (Gerdin ef al., 1997)
Organisation de la MEC (Gerdin et al., 1997)
Hydratation et homéostasie de I’eau (Gerdin et al., 1997)
Morphogenése et homéostasie des tissus (Skold et al., 1996; Li et al., 2000)
Régulation de la réponse inflammatoire (Cantor et al., 2000)
Organisation et remodelage tissulaire (Toole 1990)
Phagocytose et migration cellulaire (Turino ef al., 2003)

Tableau 1. Principales fonctions biologiques des chaines de GAGs
Hp, héparine; HS, héparane sulfates; CS, chondroitine sulfates; DS, dermatane sulfates; AH, acide
hyaluronique; TGF-, transforming growth factor-g.
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II1. CLASSIFICATION DES PGs

I1 existe différents critéres de classification des PGs. En se basant sur leur localisation, on peut
distinguer trois grands groupes: les PGs membranaires, les PGs intracellulaires et les PGs de

la MEC.

II1.1. Les PGs membranaires

A leur découverte, certains PGs localisés a la surface des cellules ont été envisagés comme
des glycoprotéines, avant d’étre considérés comme de "vrais" PGs composés d’une protéine
"core" et d’une ou plusieurs chaines de GAGs. Il existe trois grandes familles de PGs

membranaires: les syndécans, les CD44s et les glypicans.

II1.1.1. La famille des syndécans

I11.1.1.1. L’organisation des syndécans

Les syndécans sont les principaux HSPGs membranaires (Bernfield ef al., 1999; Carey, 1997;
Couchman and Woods, 1996; Park et al., 2000 b; Rapraeger and Ott, 1998). Cette famille est
composée de quatre membres: le syndécan-1 (Saunders et al, 1989), le syndécan-2 ou
fibroglycan (Marynen ef al., 1989), le syndécan-3 ou N-syndécan (Carey et al., 1992; Gould
et al., 1992), et le syndécan-4 appelé aussi amphiglycan ou ryudocan (David et al., 1992;
Kojima et al., 1992) (Figure 5).

Syndecan-3
(N-Syndecan)
P
Sy
[
Syndecan-1 B
e
—
Syndecan-4
Syndecan-2 (Ryudocan)
(gibmgwcam {Amphiglycan)

——Chaines de GAGs
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“*o**o‘oté“o“&o“‘ *o*o*o““%o“o*“o“ bhddaddd

Membrane cellulaire

Figure 5. Représentation schématique des membres de la famille des syndécans

Les syndécans sont des glycoprotéines qui présentent une topologie de type I, avec un domaine
extracellulaire qui porte les chaines de GAGs, de nombre et de nature variable; un domaine
transmembranaire et un court domaine cytoplasmique, divisé a son tour en trois régions: C1, V et C2.

D’aprés Bandtlow and Zimmermann, 2000
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Toutes les cellules adhérentes expriment un ou plusieurs types de syndécans, localisés a la

surface des cellules. Les syndécans sont fixés a la membrane plasmique par un segment

transmembranaire et présentent une topologie de type I et une organisation structurale

similaire comprenant trois domaines majeurs: le domaine extracellulaire ou ectodomaine, le

domaine transmembranaire et le domaine cytoplasmique (Figure 6).

Le domaine extracellulaire ou ectodomaine: Il présente une faible homologie de

séquence entre les membres de la famille des syndécans et se situe a I’extrémité N-

terminale de la protéine. Il contient des séquences consensus de type Ser-Gly,

entourées d’acides aminés de nature acide qui permettent I’accrochage des chaines de

GAGs. Il porte également des sites peptidiques sensibles a 1’action des protéases

péricellulaires. En effet, les syndécans peuvent exister sous forme soluble dans le

milieu extracellulaire suite au clivage de ce domaine.

~

C1

C2

Domaine
extracellulaire

Domaine
transmembranaire

Domaine
cytoplasmique

Site de fixation des chaines de GAGs.

Interaction avec des molécules de la
matrice extracellulaire, telles que les
facteurs de croissance, les inhibiteurs de
protéases et les lipoprotéines.

Séquence peptidique conservée.

Fonctions trés peu connues
(oligomérisation avec les protéines
membranaires)

Cl conservé dans tous les syndécans.
Présente une homologie avec les
neurexines. Se lie a [Dactine du
cytosquelette

V région variable, spécifique de chaque
syndécan

C2 conservé dans tous les syndécans, se
lie aux domaines PDZ de type II (CASK,
synectine)

Figure 6. Représentation schématique des domaines fonctionnels des syndécans
Les syndécans sont des HSPGs localisés a la surface des cellules. Ce sont des glycoprotéines qui
présentent une topologie de type I, avec trois domaine distincts: 1’ectodomaine, le domaine

transmembranaire et le domaine cytoplasmique. CASK: calcium/calmodulin-dependent serine protein
kinase; PDZ: Post-synaptic density 95, Discs large, Zonula occludens-1.

D’aprés Multhaupt et al., 2009
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e Le domaine transmembranaire: constitué¢ de 24 a 25 acides aminés hydrophobes, il
présente une forte homologie de séquence au sein de la famille des syndécans et
permet I’ancrage membranaire.

e Le domaine cytoplasmique: c’est un segment trés conservé et relativement court,
constitué¢ de 28 a 34 acides aminés, dont 4 résidus tyrosine (Tyr) qui sont strictement
conservés au sein de la famille des syndécans. Ces résidus peuvent étre phosphorylés
par des tyrosine kinases (TK).

e Le domaine cytoplasmique est situé a I’extrémité C-terminale de la protéine "core" et
présente des séquences hautement conservées entre especes, et entre différents

syndécans au sein de la méme espece. Il est divisé en trois régions: C1, V et C2.
I11.1.1.2. Distribution et fonctions biologiques des syndécans

La localisation et le taux d’expression des syndécans varient selon les conditions
physiologiques et pathologiques. Leur distribution dépend également du stade de
développement et du type cellulaire. Ainsi, le syndécan-1 est exprimé a la surface des cellules
épithéliales, le syndécan-2 est exprimé a la surface des cellules mésenchymateuses (Marynen
et al., 1989), d’ou le nom de fibroglycan, le syndécan-3 est exprimé a la surface des cellules
du systéme nerveux, d’ou le nom de N-syndécan ou Neuronal-syndecan (Cary et al., 1992).
Quant au syndécan-4, il présente une distribution ubiquitaire (David et al., 1992).

Les syndécans jouent un role essentiel dans la modulation de la signalisation cellulaire au
cours de nombreux processus biologiques tels que le développement embryonnaire, la
tumorigenese et 1’angiogenese. Ce sont des corécepteurs ou récepteurs "classiques" qui
interagissent avec les composants de la MEC, les facteurs de croissance et autres molécules

situées a la surface des cellules.
La signalisation cellulaire du syndécan via ses chaines d’HS

De nombreuses fonctions assurées par les syndécans sont attribuées a leurs chaines d’HS qui
interagissent avec les facteurs de croissance, les cytokines et les molécules de la MEC (Figure
7). Les HS situés a la surface des cellules endothéliales, par exemple, exercent un effet direct
sur la croissance de la tumeur, en modulant I’angiogenese. Ce phénomene constitue une étape
clé dans le processus du développement tumoral. Il a ét¢ démontré que les HS peuvent a la
fois promouvoir et inhiber la néovascularisation, en régulant la signalisation associée aux
récepteurs cellulaires des facteurs de croissance FGF2 (Sasisekharan et al., 1994) ou VEGF

(Iozzo and San Antonio, 2001).
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Figure 7. Présentation schématique de la signalisation du syndécan via la fixation des
facteurs de croissance par les chaines d’HS

Les HS des syndécans jouent un role important dans la régulation de la signalisation cellulaire
impliquée dans la croissance cellulaire et I’angiogenése, en interagissant avec les facteurs de

croissance et leur récepteurs. GF, growth factor.

D’aprés Rapraeger, 2000

De facon intéressante, il a été démontré que chez les patients atteints de myélome, la forte
augmentation du taux sérique du syndécan-1, provoquée par le "shedding" ou clivage de ce
PG, est considérée comme indicateur de mauvais pronostic (Ridley et al., 1993; Wijdenes et
al., 1996; Bayer-Garner et al., 2001). Ce phénoméne provoque une augmentation
considérable de la quantité des chaines d’HS présentes dans le microenvironnement tumoral.
Il en résulte une stimulation de la croissance des cellules cancéreuses due a I’interaction entre
ces chaines de GAGs et certains facteurs de croissance tels que le FGF-2 et le VEGF (Filla et
al., 1998; Jakobsson et al., 2006).

En outre, des études récentes montrent que la surexpression d’endosulfatases HSULF-1 ou
HSULF-2 (enzymes qui clivent de facon spécifique les groupes 6-O-sulfates des chaines
d’HS) dans une lignée cellulaire de myélome, diminue la croissance tumorale in vivo de fagon

significative (Dai et al., 2005). Il a été¢ suggéré que les chaines d’HS du syndécan-1
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constituent une cible pharmacologique potentielle pour le traitement de ce type de cancer

(Yang et al., 2007).

La signalisation du syndécan via la protéine ""core", exemple de I’'implication du syndécan-

2 dans la voie de signalisation du TGF-f

Par ailleurs, le TGF-B peut se fixer directement sur le syndécan-2, via une interaction de type
protéine-protéine. En conditions normales, le syndécan-2 se fixe sur le bétaglycan qui est
transféré sur le récepteur de type II du TGF-B (TGF-BRII). Ce dernier va subir une
autophosphorylation et va a son tour induire la phosphorylation du récepteur de type I du
TGF-B (TGF-BRI). Ainsi le complexe TGF-BRI/TGF-BRII phosphorylé¢ va permettre la
transduction du signal TGF-B (Figure 8).

Normal interactions

=
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™
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)
—

TGFB

signaling

Figure 8. Présentation schématique de la modulation de la signalisation du TGF-p par le
syndécan-2

Le syndécan-2 interagit avec le bétaglycan et conduit a la phosphorylation du complexe TGF-
BRI/TGF-BRII situé en amont de la cascade de la signalisation du TGF-p.

D’apres Tkachenko et al., 2005
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II1.1.2. La famille des CD44

II1.1.2.1. L’organisation des CD44

Les CD44 constituent une famille de glycoprotéines membranaires de type I, qui présentent
une expression ubiquitaire. Ils jouent un role majeur dans les interactions cellule-cellule et
cellule-MEC.

Le nom de CD44 a été attribué pour la premiere fois a cette famille de molécules en 1987
(Cobbold, 1987). Ce terme a remplacé toutes les dénominations précédentes notamment,
"lymphocyte homing receptor” (pg90™™*), "phagocytic glycoprotein" (Pgp-1), "extracellular
matrix protein [II" (ECMP III) et "hyaluronate receptors" (H-CAM) et HUTCH-1.

Tous les membres de la famille des CD44 sont codés par un seul géne. Il s’agit d’isoformes

issues d’un mécanisme d’épissage alternatif.

CD44s CD44v

Distal! [

Distal |

Proximal!{

Proximal

Transmembrane
Domain

Cytoplasmic
Domain

Figure 9. Présentation schématique de la structure de la protéine CD44

A gauche, les CD44s "standards" avec un ectodomaine distal qui reconnait I’AH, un ectodomaine
proximal, suivi d’un domaine transmembranaire et d’un domaine cytoplasmique intracellulaire,
capable d’interagir avec I’ankyrine et la famille ERM (ezrine, radixine, moésine). A droite, les formes
de CD44v "variants" produites par épissage alternatif. Elles sont caractérisées par la présence d’un
domaine proximal allongé.

D’aprés Jianing and Guoshheng, 2006

Les CD44 sont virtuellement exprimés par toutes les cellules d’origine neuroectodermale. La
molécule la plus petite est appelée CD44 "standard" ou CD44s. Ce PG est dépourvu de la
région variable et est essentiellement exprimé a la surface des cellules d’origine lympho-

hématopoiétique (CD44H). On trouve aussi le CD44v8-v10 exprimé a la surface des cellules
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épithéliales (CD44E) et le CD44v3-v10 détecté dans les kératinocytes. Le pMeta-1(CD44v4-
v7) et le pMeta-2 (CD44v6,v7) ont été identifiés comme deux PGs « métastasiques » (Naor et
al., 2003). Quant aux isoformes CD44-6v et CD44-9v, elles sont détectées a la surface des
monocytes, des macrophages, des lymphocytes et des cellules dendritiques (Legras et al,
1998).

Le domaine extracellulaire du CD44 est situé¢ a I’extrémité N-terminale de la protéine "core"
et présente des sites potentiels de N-glycosylation, de O-glycosylation (Bennet et al., 1995), et
un site de fixation de I’AH qui est le principal ligand du CD44. Il posséde aussi des sites
consensus pour I’attachement des chaines de GAGs de type CS, HS et KS. L’ectodomaine est
divisé en deux régions: la région extracellulaire distale largement conservée entre les especes,
et la région extracellulaire proximale. Cette derniére est directement liée au domaine
transmembranaire qui est suivi du domaine cytoplasmique situé au niveau de I’extrémité C-
terminale de la protéine (Figure 9). De plus, il a ét¢ démontré que la séquence cytoplasmique
peut étre phosphorylée par la protéine kinase C (PKC), sur deux résidus lysine et arginine

(Lys et Arg).
111.1.2.2. Les fonctions des CD44

Les différentes isoformes de CD44 sont impliquées dans de nombreuses fonctions biologiques
vitales, notamment la migration des cellules dans les vaisseaux sanguins. Elles interagissent
avec les cellules et de nombreuses molécules, principalement les facteurs de croissance, les
chimiokines et des enzymes. Les CD44 assurent la transduction du signal de 1’extérieur vers
I’intérieur de la cellule. Ces processus sont liés a la prolifération, la survie ou encore
I’induction de I’apoptose cellulaire. Les principales fonctions biologiques des CD44 sont liées
a la fixation de I’AH. Il a été¢ montré que cette protéine joue un role majeur dans la biologie
des cellules cancéreuses et cela depuis les tous premiers stades du processus de transformation
maligne des cellules. En effet, ’analyse du taux d’expression de CD44 est utilisée comme un
moyen d’étude de la progression tumorale dans de nombreux cancers chez I’homme. Ainsi,
dans le cas de carcinome gastrique le CD44v8-v10 est corrélé avec la présence de tumeurs et
I’invasion métastasique (Yamaguchi et al., 1995; Miwa ef al., 1996). De la méme facon, dans
le cas du mélanome, le CD44v5 est un indicateur de cancer agressif (Manten-Hort et al.,

1995).
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II1.1.3. La famille des glypicans
II1.1.3.1. L’organisation des glypicans

Le nom de glypican est attribué¢ a une famille de PGs a HS. La protéine "core" est située sur la
face externe de la membrane plasmique de la cellule, liée & celle-ci grace a une liaison
glycosyl-phosphatidyl-inositol (GPI) (David, 1993) (Figure 10). Cette famille de HSPGs est
composée de six membres chez les mammiféres (GPC1-GPC6). Tous les glypicans possedent
une séquence signal du co6té N-terminal qui permet I’initiation de la translocation vers le
lumen du reticulum endoplasmique (RE) et le traffic de la protéine vers la membrane

plasmique.
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Figure 10. Présentation schématique de la structure des glypicans

La famille des glypicans contient 6 membres de poids moléculaire proche (57 a 64 kDa). La protéine
"core" est fixée a la membrane plasmique via une ancre GPI (glycosyl-phosphatidyl-inositol). La
formation des ponts disulfures confére a la protéine une structure 3D globulaire. Les chaines de GAGs
sont principalement des HS, localisées au niveau de la partie C-terminale, a proximité de la membrane
plasmique de la cellule.

D’apres Filmus and Selleck, 2001

L’homologie de séquence entre les membres de la famille des glypicans est faible. En
revanche, I’analyse de leur structure 3D montre une organisation similaire due, en partie, a la
présence de 14 résidus cystéine (Cys) conservés dans tous les glypicans (Veugelers et al,

1999; Topczewsky et al., 2001). Une autre caractéristique fonctionnelle importante des
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glypicans est la localisation des sites (Ser-Gly) de fixation des chaines d’HS a proximité de
I’extrémité C-terminale de la protéine "core". Cette localisation stratégique suggere que les
HS peuvent jouer le role de médiateurs au cours de I’interaction entre le glypican et les autres

molécules situées a la surface de la cellule, tels que les récepteurs des facteurs de croissance.
II1.1.3.2. Les fonctions des glypicans

De nombreuses études ont montré que la principale fonction des glypicans in vivo est la
régulation de la signalisation de nombreux facteurs de croissance, tels que les FGFs, les Wnts
(Yayon et al., 1991; Schlessinger et al., 1995; Reichsman et al., 1996; Binari et al., 1997),
ainsi que des protéines de la famille des BMPs (Bone Morphogenic Proteins) et des Hhs
(Hedghogs) (Topczewsky et al., 2001; Ohkawara ef al., 2003).

Nom du  Synonyme Expression chez Expression chez Localisation
gene I’embryon I’adulte chromosomique

GPC1 Glypican Os, moelle osseuse, La plupart des tissus 2q35-37
muscles, reins

GPC2 Cérebroglycan Systéme nerveux Non détecté 7q22.1

GPC3 OCI-5, MXR7 La plupart des tissus Ovaires, glandes Xq26

mammaires

GPC4 K-glypican Cerveau, reins, La plupart des tissus Xq26.1
poumons

GPCS Cerveau, poumons, Cerveau 13932

foie, membres
GPC6 Quelques tissus Quelques tissus, ovaire, 13g32

reins, foie, intestin

Tableau 2. La famille des glypicans chez ’homme

Localisation des génes sur les chromosomes et expression tissulaire chez 1’adulte et 1’embryon
humains.

D’aprés Filmus, 2000

Les glypicans sont exprimés principalement au cours du développement embryonnaire, a des
taux variables en fonction du stade de développement et du type de tissu. Chez ’homme, la
mutation ponctuelle du géne codant pour le glypican-3 (GPC3) est responsable du syndrome

de Simpson-Golabi-Behmel (SGBS). Le tableau clinique de ce syndrome est tres lourd, il est
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caractérisé par une macromégalie faciale, une surcroissance prénatale et postnatale, une
prédisposition tumorale, un défaut cardiaque congénital, une syndactylie, une polydactylie,
une dysplasie rénale et d’autres manifestations cliniques selon le phénotype du patient. Ainsi,
le phénotype est corrélé avec la localisation de la mutation sur le géne GPC3. Ces mutations
produisent des glypicans dont le role dans la signalisation des facteurs de croissance au cours

du développement est altéré (Duenas ef al., 1998).
IIL.2. Les PGs intracellulaires

De nombreuses ¢tudes ont porté sur 1’identification et la caractérisation des fonctions
biologiques des PGs extracellulaires et de surface. En revanche, les PGs intracellulaires ont
suscité moins d’attention. Le PG intracellulaire le plus connu est la serglycine (SG), c’est la
seule protéine "core" qui porte des chaines d’Hp. Elle peut également porter des chaines de
CS et d’HS. C’est I’'un des plus petits PGs connus, avec une masse moléculaire de 17 a 19
kDa. Le nom de serglycine provient des longues séquences répétitives de Ser-Gly (sites de
fixation des chaines de GAGs sur la protéine "core") présentes au niveau de la région centrale
de la protéine.

La serglycine est exprimée majoritairement dans les granules de sécrétion des mastocytes, les
lymphocytes T cytotoxiques (LTc), les cellules NK (Natural Killer), les neutrophiles et les
plaquettes. Elle est aussi détectée dans des cellules d’origine non hépatopoiétique, notamment
dans les cellules endothéliales (Schick et al., 2001) et ’endoderme pariétal (Grover et al.,
1987; Ho et al., 2001). Le nombre et la longueur des chaines de GAGs dépendent du type
cellulaire. La serglycine est indispensable pour le stockage de diverses enzymes dans les
vésicules de sécrétion. Ainsi, ce PG joue un role crucial dans la formation des granules de
sécrétion dans les mastocytes. De plus, il est devenu clair que la serglycine et surtout les
chaines d’Hep sont des acteurs clés dans les processus de thrombose et 1’agrégation

plaquettaire.
II1.3. Les PGs extracellulaires

Les PGs extracellulaires constituent un groupe de molécules hétérogenes tres diversifiées qui

ont suscité un grand intérét depuis leur découverte (Figure 11).
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Figure 11. Représentation schématique de la MEC du cartilage articulaire

La MEC du cartilage articulaire est constituée principalement de collagénes (essentiellement de type
II), de PGs de grande taille: I’agrécane, de PGs de petite taille: les SLRPs (décorine, biglycan et
fibromoduline) et de protéines non collagéniques COMP (Cartilage Oligomeric Matrix Protein).

D’aprés Heinegard and Saxne, 2010

IIL1.3.1. L’agrécane

L’agrécane est le PG le plus abondant de la MEC du cartilage articulaire. Il fait partie des PGs
qui forment un complexe multimoléculaire en se liant a I’AH (Iozzo, 1998). Le versican, le
neurocan, le brévican et 1’agrécane sont les quatre membres de la famille des hyalectans
appelée aussi lecticans. Ils possédent tous un domaine globulaire N-terminal qui interagit avec
I’AH et un domaine globulaire C-terminal qui présente une forte homologie avec la lectine de

type C, d’ou le nom de cette famille.

L’agrécane est un PG de grande taille trés fortement glycosylé. Il contient plus de 100 chaines
de CS et environ 30 chaines de KS li¢es a une protéine "core" de treés grande taille (220,000

kDa approximativement). Chaque chaine de CS est 4-sulfatée et/ou 6-sulfatée.

Il interagit avec I’AH pour former une macromolécule qui a I’apparence d’un agrégat (d’ou le
nom d’agrécane). Cette liaison agrécane-AH est stabilisée par une glycoprotéine appelée

protéine de liaison (/ink protein).
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II1.3.1.1. L’organisation structurale de ’agrécane

La protéine "core" est constituée de trois régions globulaires appelées G, G; et G3, chacun de
ces domaines contient des résidus Cys qui forment des ponts disulfures. Les régions G; et G
sont séparées par un court domaine interglobulaire appelé IGD (Inter Globular Domain) et le
domaine globulaire G; est séparé¢ du domaine globulaire C-terminal (G3) par une région de
fixation des chaines de KS et deux domaines CS; et CS; sur lesquels sont greffées les chaines
de CS (Figure 12). Le domaine Gs est situé a ’extrémité C-terminale de la protéine "core". Il
est constitué de domaines structuraux distincts et semble jouer un role essentiel dans les
processus de modifications post-traductionnelles de la protéine "core" de 1’agrécane et sa

sécrétion (Zheng et al., 1998).

Figure 12. Représentation schématique de I’organisation d’un monomere d’agrécane et
de ses domaines structuraux

L’agrécane est li¢ a ’AH par le domaine globulaire G1, cette liaison est stabilisée par la LP (/ink
protein). On distingue deux autres domaines globulaires G2 et G3 qui délimitent trois régions: KS sur
laquelle se fixent les chaines de KS, puis CS1 et CS2 sur lesquelles sont greffées les chaines de CS.

D’aprés Roughley, 2006

I11.3.1.2. Les fonctions de ’agrécane

L’agrécane joue un role majeur dans les propriétés rhéologiques du cartilage articulaire, en

particulier sur la résistance de ce tissu aux forces de compression. C’est un ¢lément
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déterminant du maintien de I’intégrité¢ de la MEC du cartilage articulaire. Il joue également un
role important dans les interactions chondrocyte-chondrocyte et chondrocyte-MEC.
L’altération de la qualité de 1’agrécane et de ces chaines de GAGs présent dans cette MEC est

associée au processus arthrosique.

De fagon intéressante, il a ét¢ démontré chez ’homme que le géne codant pour 1’agrécane,
présente un polymorphisme génétique qui touche le domaine CS; présentant une taille
variable. Ce domaine est composé de motifs Ser-Gly répétés 13 a 33 (Doege et al., 1997). Les
individus qui portent 1’alléle le plus court expriment un agrécane caractérisé par un nombre
réduit de chaines de CS. Ils présenteraient un risque de dégénérescence prématurée du
cartilage.

La composition de 1’agrécane, notamment le nombre, la longueur et le profil de sulfatation
des chaines de GAGs (KS et CS) varient également en fonction de 1’age. Enfin, a cela
s’ajoute 1’hétérogénéité de D’agrécane générée par 1’action des agrécanases et des
métalloprotéinases au cours des pathologies dégénératives du cartilage.

Enfin, des phénotypes chondrodystrophiques ont ét¢ décrits chez I’homme, en conséquence de
la diminution de la sulfatation des CS, elle-méme due a la mutation du géne codant pour le

transporteur de sulfates (Superti-Furga et al., 1996).

111.3.2. Les PGs de la membrane basale

La membrane basale (MB) est considérée comme une spécialisation de la MEC. Elle se
présente comme un mince feuillet de 50-800 nm d’épaisseur qui forme une barriere entre les
cellules épithéliales, endothéliales, musculaires et le tissu conjonctif. Cette membrane est
composée principalement de laminine, collagéne-1V, fibronectine, entacine (nidogene), et

d’HSPGs (perlecan, bamacan et agrine) (Erickson and Couchman, 2000).
I11.3.2.1. Le perlecan

Le perlecan a été isolé pour la premicre fois par Hassel er al. (1980) a partir du sarcome
d’Engelbreth-Holm-Swarm (EHS). C’est le PG de la MB le plus étudié et le plus abondant. Le
nom de "perlecan" provient de I’apparence structurale de ce PG qui ressemble a un collier de
perles. Cet aspect est dii a la présence de domaines globulaires dispersés le long d’une

structure linéaire (Hassell ez al., 2003).
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I11.3.2.1.a. L’organisation structurale du perlecan

Le perlecan est un HSPG dont la protéine "core" est divisée en cinq domaines distincts
(Figure 13). Ces derniers présentent des homologies de séquences avec d’autres protéines
connues comme certains facteurs de croissance et des protéines impliquées dans le
métabolisme des lipides (Hassel ef al.,, 1980; Noonan et al., 1991; Kallunki and Tryggvason,
1992; Murdoch et al., 1992). Le domaine I N-terminal est spécifique du perlecan, il porte trois
sites potentiels pour 1’attachement de chaines d’HS, et un module SEA (Sperm protein,

Enterokinase, Agrin).

SEA: Sperm, L4: Laminin
Enterokinase ; type IV domain . : LG: Laminin
and Agrin Ll < lg:immunoglobulin type-G domain
\ receptor LE: Laminin Superfam”y
/ type A EGF-like EG: EGF-like
oo I ‘ v Lo
\ L4 L4 L4 LG1 LG2 LG3

Heparan sulfate

\
EG ¥ EG

fJ Laminin-1, VLDL, LDL, FGF7 Nidogen-1/2, fibulin-2, Nidogen-1, fibulin-2,
collagen type IV, fibrillin-1, FGF18 fibronectin, collagen type IV B1 integrin, a-dystroglycan,
fibronectin, FGF2, Wnt/Ca2* FGF-BP heparin, sulfatides, PDGF heparin, sulfatides, FGF7,
PDGF, PRELP, fibrillin-1 PDGF endostatin, ECM1, progranulin,
thrombospondin, WARP acetylcholinesterase,
heparanase, BMP-2, a2B1 integrin

Hedgehog, Ang-3,
VEGF, IL-2, WARP

Figure 13. Présentation schématique de la structure du perlecan

Organisation de la protéine "core" de ce HSPG en cinq domaines structuraux (indiqués en chiffres
romains). Le schéma montre la présence de modules similaires a des protéines de la MEC. La liste
située sous le schéma indique les molécules capables d’interagir avec chaque domaine du perlecan.

D’apres Whitelock et al., 2008

II1.3.2.1.b. Les fonctions du perlecan

Le perlecan joue un rdle important au niveau de la MB, il interagit avec les molécules

présentes dans la MEC, a la fois par sa protéine "core" et par ses chaines d’HS. Le domaine
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IV, par exemple, peut fixer I’entactine/nidogene-1 et -2, la fibuline-2 et la fibronectine (Hopf
et al, 2001). Quand au domaine V, il interagit avec la fibuline-2, le complexe laminine-
entactine/nidogéne ainsi que d’autres molécules (Friedrich et al., 1999). Le perlecan a une
expression ubiquitaire, il joue au niveau de la MB des MEC un role crucial dans 1’adhésion, la

prolifération cellulaire et dans I’angiogénese.

Chez I’homme, deux mutations du perlecan ont ét¢ identifiées. Elles sont responsables de
deux maladies génétiques: le syndrome de Schwartz-Jampel de type I (SSJI) et la dysplasie
dysségmentale de type Silverman-Handmaker (DDSH). Les nouveau-nés DDSH présentent
de trés nombreuses anomalies squelettiques, et décédent rapidement apres la naissance. Les
patients atteints du SSJI vivent souvent jusqu’a 1’dge adulte avec de nombreux désordres liés
au degré de I’haploinsuffisance et souffrent de raideurs musculaires séveres (Rodgers et al.,

2007).
111.3.2.2. Le bamacan

C’est un PG a CS abondant dans la MB. Le nom de bamacan provient de la localisation de
cette molécule et de sa composition en GAGs (Basement membrane-associated chondroitin

proteoglycan) (Couchman et al., 1996).

Le bamacan présente une forte homologie de séquence avec les protéines de la famille des
SMC (Structural Maintenance of Chromosome), et plus particuliérement, avec la sous-classe
SMC3. Il posséde trois domaines qui ont une conformation globulaire (I, III et V) séparés par
deux hélices-a superenroulées (domaines II et IV). Les régions II, IV et V contiennent des
séquences consensus Ser-Gly qui constituent des sites potentiels de N-glycosylations et de

fixation des chaines de CS (Figure 14).

111

Figure 14. Présentation schématique du bamacan

Le bamacan présente une organisation structurale séquentielle, composée de trois domaines
globulaires séparés par deux hélices-a super-enroulées. Ce schéma montre la présence de trois sites de
N-glycosylation (traits courts) et trois sites de fixation de chaines de CS (traits longs).

D’aprés Wu and Couchman, 1997
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Le bamacan est un CSPG qui joue un role de stabilisateur de la MB (Couchman and Woods,
1993), Chez les patients atteints de la forme dystrophique d’épidermolyse bulleuse et dans
certains cas de tumeurs de 1’épiderme, le taux de chaines de CS présent dans la MB située
entre le derme et I’épiderme est anormalement bas (Fine and Couchman, 1989; Oguro ef al.,
1991). D’un autre co6té, il a été constaté que I’expression du bamacan est augmentée dans les
lignées cellulaires et certains tissus tumoraux, ce qui suggere un role de ce PG dans la

tumorigenese.
II1.3.2.3. L’agrine

C’est un HSPG hautement glycosylé (Tsen et al., 1995) présent dans la MEC. Il a été identifi¢
pour la premiére fois par McMahan et al, (1990), comme un polypeptide de 200 kDa.
L’agrine exprimée a la fois dans les muscles et les neurones est impliquée dans la formation,
le maintien et la régénération de la jonction neuromusculaire. Un épissage alternatif produit

deux formes d’agrine: une forme transmembranaire (de type II) et une forme soluble présente

dans la MB de la MEC.

glycosaminoglycan

laminin attachment sites,
blndlng HB-GAM and NCAM binding a-dystroglycan blndlng

heparin AChR

.:} f 4 ® binding aggregation
) [ HI Hr}' 'ﬁH lHE \

Taa .
I v p———] 200 aa 0aa Qaa
4aa 8aa
11 aa
. ) 19 aa
I] signal sequence . laminin G-like domain \| EGF-ike domain
s : splice site with number T potential N-linked
N-terminal (NtA) domain * of amino acid (aa) glycosylation site
follistatin-like domain ‘ laminin EGF-like I transmembrane region

T conserved GAG chain ¢ SEA (sea urchin sperm protein,
attachment site - SefThrrich glon - enterokinase, agrin) domain

Figure 15. Présentation schématique de I’agrine

L’agrine présente une organisation structurale modulaire constituée de nombreux domaines distincts.
Les sites d’épissage alternatifs de ’ARNm avec le nombre possible d’acides aminés sont indiqués sur
le schéma ci-dessus. NCAM, neural cell adhesion molecule; HB-GAM, heparin-binding growth-
associated-molecule.

D’apres Kroeger and Schréder, 2002
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L’agrine présente une organisation multimodulaire. Elle comprend neuf domaines "follistatin-
like", une répétition de deux domaines "laminin-like-EGF", deux domaines riches en acides
aminés proline (Pro), Ser et Thr, et un module SEA (Figure 15). Du c6té de I’extrémité C-
terminale, on trouve quatre domaines "EGF-like" et trois domaines "laminin-G-like".

L’agrine est faiblement exprimée chez le feetus (Groffen et al., 1998). Chez I’adulte, elle est
exprimée majoritairement dans les reins, les poumons, le foie et la glande thyroidienne. On la
trouve également dans les différentes régions du cerveau, notamment dans les neurones et

dans la MB microvasculaire.

Les chaines de GAGs de ce PG sont impliquées dans la potentialisation de 1’adhésion
hémophilique des NCAM (Neural Cell Adhesion Molecule) et dans la fixation des facteurs de
croissance de type HB-GAM (Heparin-Binding Growth-Associated-Molecule). Chez les
patients atteints de la maladie d’Alzheimer, une forme soluble d’agrine a été identifiée a de
fortes concentrations aussi bien dans les plaques neuritiques, appelées aussi plaques séniles,
que dans les plaques diffuses du cerveau. Les cerveaux de ces patients montrent des
anomalies au niveau de la MB, qui peuvent étre associées a I’emprisonnement de I’agrine par

la protéine amyloide (Donahue et al., 1999).
I11.3.2.4. Le collagéne XV et le collagéne XVIII

Les collagenes de type XV (Col XV) et de type XVIII (Col XVIII) sont des CSPG et HSPG,
respectivement (Halfter et al., 1998; Li et al., 2000). Ils appartiennent a la sous-famille des
collagénes non fibrillaires (Abe ef al., 1993; Oh ef al., 1994; Rehn and Pihlajaniemi, 1994).
Pour le Col XVIIIL, un mécanisme d’épissage alternatif produit deux isoformes chez I’homme

(longue et courte) (Saarela et al., 1998).

La comparaison des séquences primaires de Col XV et Col XVIII montre une grande
similarité, la structure tridimensionnelle correspond a des chaines al qui forment des

homotrimeres (trois chaines al).

Chez ’homme Col XV comprend une séquence peptide signal N-terminale, suivie de trois
régions. La région collagénique centrale est interrompue par 8 segments non collagéniques de

taille variable (Figure 16).
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Signal N-terminal Central triple-helical C-terminal
peptide domain Interrupted domain domain (NC1)

Figure 16. Présentation schématique de I’organisation du Col XV chez I’homme

Col XV présente trois domaines: un domaine N-terminal qui porte 11 séquences consensus de fixation
des chaines de GAGs, et un domaine C-terminal séparés par une région collagénique centrale
interrompue par 8 segments non collagéniques, dont le premier porte trois sites potentiels de fixation
de GAGs.

D’apres Ortega and Werb, 2002

Le Col XV est un PG qui porte principalement des chaines de CS sur le domaine N-terminal
de la protéine "core" (Li et al., 2000). Cependant, de nouvelles études ont montré que le Col
XV peut porter également des chaines de CS/DS et des chaines d’HS ce qui suggere que ce

PG joue un réle structural et serait également impliqué dans les interactions cellules-matrices.

Induction Inhibition

Collagéne XV monomérique Réduction de la croissance Migration des cellules

soluble tumorale (Ramchadran et al., endothéliales induite par le FGF2
1999)

Angiogenese de la membrane
chorioallantoique induit par le

VEGEF (Sasaki et al., 2000)

Angiogenése de la membrane

Trimére NC1 chorioallantoique induit par le
VEGEF et par le FGF2 (Sasaki et
al., 2000)

Tableau 3. Exemples de fonctions du col XV

NC, domaine non collagénique; VEGF, vascular endothelial growth factor; FGF, fibroblast growth
factor.

Journal of Cell Science 115
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Ces deux types de PGs ont une distribution tissulaire trés différente, ce qui suggere qu’ils
utilisent des mécanismes distincts pour inhiber I’angiogenése. Col XV est exprimé
majoritairement dans le muscle cardiaque et squelettique, tandis que Col XVIII est exprimé

principalement dans les cellules qui constituent les parois des vaisseaux et dans les MBs.

A T’heure actuelle, les réles physiologiques des Col XV et Col XVIII ne sont pas encore bien
déterminés. Chez la souris la déficience en Col XV est responsable de la dégénérescence
progressive des muscles squelettiques et des cellules endothéliales. En revanche, la mutation
de I’isoforme courte de Col XVIII chez ’homme est associée au syndrome Knoblok. C’est
une maladie génétique autosomale récessive qui se caractérise par une forte myopie, un
détachement de la rétine avec des anomalies qui touchent la macula ainsi que par des défauts

occipitaux (Sertie et al., 2000).
I11.3.3. La famille des Small Leucine Rich Proteoglycans (SLRPs)

Les PGs riches en leucine (SLRP) constituent un sous-groupe de la famille des LRR (Leucine
Rich Repeat). lls sont caractérisés principalement par la présence de 6-10 séquences LRR,
entourées de motifs riches en résidus Cys aux extrémités N- et C-terminales (Fisher et al.,
1989; Oldberg et al., 1989; Blochberger et al., 1992). Ce sont des PGs de petite taille (40 kDa
environ). La protéine "core" porte une ou deux chaines de CS ou DS, ou plusieurs chaines de
KS (Figure 17). La famille des SLRPs ne cesse de s’agrandir. Actuellement, elle contient 13
membres (voir tableau 4) essentiellement présents dans la MEC (Bech-Hansen et al., 2000;
Push et al., 2000). La plupart des SLRPs sont des PGs sauf ’asporine, I’opticine/oculoglycan,

la chondroadhérine et la nyctalopine qui ne portent pas de chaines de GAGs.

La classification des SLRPs est basée sur 1’organisation génomique, la structure et le nombre
de domaines riches en Leu et sur la nature des chaines de GAGs. Ainsi, on distingue trois
classes principales de SLRPs: la classe I contient la décorine (DCN) le biglycan (BGN) et
I’asporine. Ces derniers sont codés par 8 exons, et sont caractérisés par la présence de 10
motifs LRR et d’une séquence N-terminale CX;3CXCXgC, (C correspondant a une Cys et X a
un acide aminé quelconque). Les SLRPs de classe II sont la fibromoduline (FM), le lumican
(LUM), le kératocan, le PRELP et I’ostéo-adhérine/ostéo-moduline. Toutes ces molécules
sont des KSPGs, et sont caractérisées par la présence de 10 motifs LRR, d’une séquence de
Cys N-terminale CX;3CXCXoC et sont codées par 3 exons seulement. La classe III contient

I’¢épiphican/PG-Lb/DSPGs; et 1’ostéoglycan/mimican qui portent respectivement des chaines

40



de KS et de DS, ces SLRPs se distinguent par la présence de 6 motifs LRR seulement et d’une

séquence N-terminale CX,CXCX¢C. Les SLRPs de classe III sont codés par 7 exons.

Nom de la Masse GAG Structure des génes
. moléculaire (nombre et des protéines,
protéine "core" (kDa) de chaines) région N-terminale
riche en Cys
Classe I Biglycan 40 CS/DS (1) 8 exons
Décorine 40 CS/DS (2) 10LRR
Asporine CX;3CXCX6C
Classe 11 Fibromoduline 42 KS (2-3) 3 exons
Lumican 38 KS (3-4) 10LRR
Kératocan 38 KS (3-5) CX;CXCXoC
PRELP 44 KS (2-3)
Ostéoadhérine/Ostéomoduline 42 KS (2-3)
Classe III  Epiphican/PG-Lb/DSPG3 35 DS (2-3) 7 exons
Mimican/ostéoglycan 35 KS (2-3) 6 LRR
CX,CXCXeC
Autres Opticine/Oculoglycan 3 exons
(classe IV .
et classe V) Chondroadhérine 11 LRR
Nyctalopine CX;3CXCX5C ou

CX;3CXCX6C

Tableau 4. Classification de la famille des SLRPs

La classification des SLRPs est basée sur I’organisation génique, le nombre de domaines LRR, la

nature de la région C-terminale riche en Cys et le type de chaines de GAGs.

L’asporine, 1’opticine/oculoglycan, la chondroadhérine et la nyctalopine appartiennent a la famille des
LRRs mais ne sont pas des PGs. DS, dermatane sulfates; KS, kératane sulfates; LRR, leucine rich

repeat; C, Cys; X, acide aminé quelconque.
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Small Leucine-Rich Proteoglycans (SLRPs)

Decorin
CC
CCCC
L-x-x-L-x-L-x-x-N-x-L/I
Biglycan
Fibromodulin
CC
Lumican
C|C CC
C
L BRELA LA L & 42 medilitt
C ccC
cCc
. - Leucine-rich repeat \I'” - N-linked oligosaccharide
C - Cysteine residuc Y - Tyrosine sulfate

\\ - Chondroitin/Dermatan sulfate ; - Keratan sulfate

Figure 17. Présentation schématique de la famille des SLRPs

La séquence consensus pour les LRRs est entourée d’un réctangle. L, Leu; X, acide aminé quelconque.

D’aprés lozzo and Murdoch, 1996
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Les SLRPs jouent un réle important dans la régulation de la fibrogenese du collagéne et dans
le maintien de la structure du stroma. IlIs sont également impliqués dans la prolifération
cellulaire, la migration et la croissance tumorale. Ce groupe de molécules est capable
d’interagir avec différentes protéines de la MEC notamment avec les facteurs de croissance
tels que le TGFP et I’EGF ainsi qu’avec d’autres molécules impliquées dans la prolifération

cellulaire et la morphogenése des tissus.

I11.3.3.1. Les principaux SLRPs
I11.3.3.1.1. La fibromoduline

C’est un PG qui appartient a la classe II de la famille des SLRPs et qui porte 2 a 3 chaines de
KS fixées sur la protéine "core". La fibromoduline présente 9 résidus Tyr proches de
I’extrémité N-terminale, qui constituent des sites de phosphorylation (Antonnsson et al.,
1991; Onnerfjord et al., 2004). Elle contient aussi 5 sites de N-glycosylation dans le domaine
LRR (Plaas et al., 1990).

La fonction biologique des chaines de GAGs n’est pas complétement déterminée. Cependant,
il est connu que I’absence des chaines de KS sur la fibromoduline n’affecte pas son
interaction avec le collagéne (Font et al, 1998). Des souris KO (knockout) pour la
fibromoduline montrent un développement de 1’ostéoarthrose, une augmentation
(compensatoire) du taux d’expression du lumican et une hyperlaxité des tendons. Un nombre
important de fibrilles de collagéne a diamétre réduit a été également constaté chez ces souris.
La fibromoduline participe a la résistance des tendons (Jepsen et al., 2002). Ainsi, son
absence conduit a I’altération de ce tissu (Ezura et al., 2000). Différents travaux suggérent un
role de cette molécule dans le processus métastasique (Clark et al, 2000). Elle est aussi
impliquée dans la réponse inflammatoire du chondrocyte (Sjoberg et al., 2005; Heathfield et
al., 2004) et elle est régulée par le TGFp au cours développement embryonnaire (Baffi et al.,

20006).
111.3.3.1.2. Le lumican

Le lumican est un PG qui appartient a la classe II de la famille des SLRPs et qui porte des
chaines de KS. Il présente des homologies structurales avec la fibromoduline. L’analyse des
séquences primaires montre que ces deux protéines "core" sont identiques a 47%. Le lumican
est exprimé dans différents tissus et plus particuliérement dans les tissus connectifs. Il a la

particularité d’étre présent sous deux formes. En effet, dans la cornée de I’adulte, le lumican
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est présent sous forme de PG alors que dans la cornée de ’embryon, il est sous forme de

glycoprotéine.

Le lumican constitue la composante majeure de la cornée. Les souris qui n’expriment pas
cette molécule montrent une peau fragile et une cornée opaque, principalement dues a la
formation de faisceaux de collagéne non homogeénes. Au cours de 1’athérosclérose, il a été
démontré que le lumican est surexprimé dans les cellules musculaires lisses des vaisseaux, ces
cellules vont alors migrer dans I’intima qui a antérieurement subi un épaississement. Le
lumican est impliqué dans différents types de cancers, notamment le cancer du col utérin, et le
cancer colorectal. Dans le cas de 1’adénocarcinome du sein, un faible taux d’expression du
lumican est associé a une progression trés rapide du cancer et a une faible chance de survie

(Troup et al., 2003).
I11.3.3.1.3. Le biglycan

Comme la décorine, le biglycan est un membre de la classe I de la famille des SLRPs. La
protéine "core" est composée de 330 acides aminés et montre une séquence identique a 57% a
celle de la décorine. Le biglycan porte deux chaines de DS proches de I’extrémité N-terminale
et deux sites de N-glycosylation (Fisher et al., 1989). 1l est exprimé essentiellement dans 1’0s,
le cartilage et le tendon et constitue le SLRP le plus abondant du cartilage articulaire et les
fibrocartilages tel que le ménisque du genou (Scott ef al., 1997). 11 est également présent dans

la peau et dans les vaisseaux sanguins.

Comme les autres membres de la famille des SLRPs, la décorine et le biglycan présentent une
organisation dite en "fer a cheval" (Figure 18). Ils forment chacun un dimere stable en
solution, essentiel pour la stabilit¢é de la protéine. Il a été démontré que ces deux

macromolécules ne sont pas en compétition pour la fixation du collagene.
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Figure 18. Représentation schématique de la superposition des dimeres de la décorine et
du biglycan

Superposition des chaines C-o de la décorine (rouge) et du biglycan (vert). Ces deux SLRPs ont une
forte homologie de séquence et montrent une superposition quasi-parfaite. Les deux structures ont été
exposées dans Xfit.

D’aprés Scott et al., 2006

Chez les souris, l’invalidation du geéne codant pour le biglycan est a 1’origine du
développement d’un phénotype ostéoporosique sévere. Cette constatation suggere que ce
SLRP est impliqué dans 1’ostéogenese (Xu, et al., 1998). Chez les patients atteints de
syndrome d’Ullrich-Turner (présence d’un seul chromosome X), la réduction de I’expression
du biglycan est associée au nanisme de ces individus. En revanche, la présence d’un
chromosome X surnuméraire (syndrome de Kleinfelters) est accompagnée d’une
augmentation de I’expression du biglycan et d’un développement important de la densité et de
la longueur de I’os (Heegaard et al., 1997).

Le biglycan joue un rdle important dans I’assemblage de la MEC, il présente une grande

affinité pour le TGFP et participe ainsi a la modulation de la prolifération cellulaire.
I11.3.3.1.4. La décorine

La décorine est le membre le plus étudié et le mieux caractérisé de la classe I de la famille des
SLRPs. Elle porte une séquence pro-peptide fortement conservée entre les especes qui jouerait
le role de signal de reconnaissance pour la xylosyltransférase (XT), la premiere enzyme

impliquée dans la synthése des chaines de GAGs.
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La décorine présente une organisation similaire a celle du biglycan, elle est codée par 8 exons
et est caractérisée par une séquence N-terminale riche en Cys: CX3CXCXeC. La protéine
"core" présente 3 sites de N-glycosylastion sur le motif LRR et porte une chaine unique de
GAG, greffée sur le domaine N-terminal, et qui peut &tre un CS ou DS selon le type cellulaire
ou tissulaire. La décorine est présente principalement dans la MEC des tissus conjonctifs, la
protéine "core" est produite dans différentes cellules, notamment dans les chondrocytes, les

fibroblastes, les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses.

La décorine interagit avec de nombreuses molécules telles que la fibronectine et la
thrombospondine, et elle est capable de se lier a presque tous les types de collagene, et plus
particulierement le collagéne de type I, II, III et VI, et régule ainsi sa fibrogenéese. Il a été
démontré qu’elle est impliquée dans la régulation, la formation et/ou le maintien des fibres de
collagéne (Scott, 1993; Danielson et al., 1997) (Figure 19). Elle interagit aussi avec une
grande variété de facteurs de croissance et de cytokines, et présente une forte affinité pour le
TGFp, grace a sa structure en "fer a cheval" qui permet I’exposition d’un large domaine
peptidique aux nombreuses molécules qui se trouvent dans la MEC. Les souris déficientes en
décorine (KO), montrent une peau fragile avec une réduction importante de son élasticité et de
ses propriétés mécaniques, ainsi que des anomalies qui touchent 1’organisation et 1’orientation
des fibres de collagéne.

MMP1
MMP13  TGFB

0 O
MW =l=

Rotead

DS” || || || ||
CE T CT T CT T

Figure 19. Représentation schématique de P’interaction entre les SLRPs et les fibres de
collagene.

La décorine (cercle vide) et la fibromoduline ou lumican (cercle plein) interagissent avec différentes
régions du collagéne pour couvrir sa surface. Les chaines de DS de la décorine peuvent s’associer
entre elles pour faciliter les interactions entre les fibres de collagéne. Les DS de la décorine sont
également capables d’interagir avec le TGFp et le piéger dans la MEC. Le "manteau" formé par les
SLRPs empéche les MMPs (MMP1 et MMP13) d’accéder aux fibres de collagéne et retarde sa
dégradation. MMP, matrix metallo-proteinase.

D’aprés Roughley, 2006
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En plus de son réle dans 1’organisation de la MEC, la décorine contréle la prolifération
cellulaire et la fibrogenése tissulaire (Iozzo and Murdoch, 1996). En effet, ce PG joue un role
crucial dans ’inhibition de la propagation des cellules cancéreuses, et participe également a la

réponse immunitaire.

La décorine inhibe la croissance et la prolifération de nombreuses cellules tumorales en
bloquant la voie de signalisation du TGFB. En effet, il a ét¢ démontré que cette molécule
atténue fortement la croissance tumorale dans le cas du carcinome du colon (Reed et al,
2002), du poumon, du foie (Biglari et al., 2004) et dans le cas du gliome (Reed et al., 2005).
La décorine est considérée comme un suppresseur de tumeurs. Son expression est réprimée
dans de nombreuses cellules cancéreuses a I’exception de 1’ostéosarcome. Zafiopoulos et al.
(2008) ont récemment mis en évidence, pour la premicre fois, la présence d’une nouvelle voie
de signalisation dans les cellules de I’ostéosarcome qui contrecarre I’effet bénéfique de la

décorine sur la prolifération cellulaire.

La synthése défectueuse de 1’unique chaine de GAG de la décorine est associée a une maladie
génétique connue sous le nom de syndrome progéroide d’Ehlers-Danlos (ED). Il a été
démontré que ce syndrome génétique est une conséquence directe de mutations ponctuelles du
gene codant pour I’enzyme P1,4-galactosyltransférase 7 (P4GalT7) humaine. Elle est
caractérisée par un tableau clinique lourd avec des altérations qui touchent principalement les
tissus conjonctifs. Ainsi, ces patients montrent des anomalies assez proches de celles
constatées chez les souris qui n’expriment pas la décorine, avec la présence d’une peau
fragile, un retard de développement, une disproportion cranio-faciale, un vieillissement
prématuré, des articulations hypermobiles, une ostéopénie, ainsi que des muscles

hypotoniques.
II1.3.4. Les PGs circulant: exemple de I’endocan

Les PGs circulant jouent un rdle important dans la médiation de la réaction inflammatoire et

dans la signalisation cellulaire. Le PG le plus étudié de ce groupe de molécules est I’endocan.

L’endocan est un DSPG qui porte une seule chaine de GAG fixée sur la Ser137 de la protéine
"core". Il est anciennement connu sous le nom d’ESM-1 (Endothelial cell-Specific Molecule-
1) (Lassalle et al., 1996; Béchard et al, 2001). C’est un PG qui a la particularité¢ d’étre
circulant, et a donc été mis en évidence sous forme libre dans la circulation sanguine. Il est

sécrété spécifiquement par les cellules endothéliales et est exprimé préférentiellement dans les
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tissus rénaux et pulmonaires. L’endocan a été cloné pour la premicre fois en 1996 par Lassalle
et al., a partir d’une banque d’ADNCc de cellules HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial
Cell). Le géne codant est situé sur le chromosome 5 (5q11.2) et il est constitu¢ de 3 exons
séparés par deux introns. Le dernier exon code pour la région C-terminale de la protéine
"core" de I’endocan qui contient la Ser137 sur laquelle se fixe la chaine de DS (Depontiou et

al., 2008).

Depuis la découverte de ce PG, de nombreuses études ont montré que 1’endocan joue un rdle
clé dans la régulation de certains processus physiologiques tels que I’adhésion cellulaire et la
réponse inflammatoire, ainsi que dans la régulation de processus pathologiques, conduisant a
la progression métastasique dans différents types de cancers. Il a été rapporté que I’expression
de I’endocan joue un réle capital dans la pathogenése du cancer colorectal (Zuo et al., 2008).
Ainsi, il a été proposé comme biomarqueur dans le diagnostic du cancer colorectal (Zuo et al.,
2008). L’expression de 1’endocan augmente de maniere remarquable chez les patients atteints
de cancer du poumon, ainsi, ce phénoméne est associé a 1’invasion tumorale (Scherpereel et
al., 2003; Grigoriu et al., 2006). 1l a été suggéré que cette molécule constituerait un indicateur
de mauvais pronostic dans le cas du cancer du sein (Van't Veer et al., 2002), du poumon

(Borczuk et al., 2004) et dans le cancer de la prostate (Glinskii et al., 2003).
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Chapitre 2 : Les glycosyltransférases (GTs)

Généralités

La grande complexité des structures oligosaccharidiques rencontrées dans la nature est le
résultat d’une parfaite harmonisation de multiples réactions enzymatiques catalysées
principalement par les GTs (Rademacher, 1988). Le transfert enzymatique d’un résidu
glycosidique est quantitativement I'une des réactions les plus importantes au sein des
organismes vivants. Les GTs constituent un vaste groupe d’enzymes impliqué dans la
biosyntheése d’oligosaccharides et de polysaccharides. La synthése des carbohydrates est
d’une importance biologique remarquable. Ces molécules controlent un large éventail de
fonctions cellulaires, notamment le stockage de 1’énergie, la glycosylation des protéines, la
signalisation cellulaire, la structure de la paroi cellulaire, les interactions cellule-cellule et les

interactions hote/pathogeéne (Rudd et al., 2001; Wells et al., 2001; Bertozzi et al., 2001).
I. CLASSIFICATION DES GTs

Les GTs constituent un groupe d’enzymes ubiquitaires qui catalysent le transfert d’un résidu
saccharidique, principalement a partir d’un sucre nucléotidique donneur, sur différents types
de substrats accepteurs, pour former une liaison glycosidique. La classification de ces
protéines est basée sur différents critéres notamment sur leur homologie de séquence primaire
(Campbell et al, 1997, Coutinho et al, 2003). En 2003, la base des donnés CAZy
(Carbohydrate Active enZymes) permettait de distinguer 65 familles de GTs. Ce groupe
d’enzymes n’a cessé de s’agrandir depuis le lancement du projet de classification en 1997. En
effet, on trouve actuellement pres de 90 familles de GTs. L’augmentation du nombre de
séquences est le résultat de divers facteurs. En particulier, le séquencage du génome
d’organismes eucaryotes supérieurs a permis 1’identification de nouvelles GTs. Il a été
constaté que certains organismes possedent des centaines de GTs, démontrant I’impact de la
glycosylation dans de multiples fonctions cellulaires. De plus, la reconnaissance de
I’importance de la glycobiologie a conduit a 1’identification fonctionnelle de nouvelles GTs.
La classification de ces protéines prend également en compte le mécanisme réactionnel de ces
enzymes et leur structure (Henrissat et al, 1997). Au sein d’une méme famille, les GTs
catalysent la formation d’une liaison glycosidique de nature stéréochimique identique. Selon

la configuration anomérique du substrat donneur, le produit formé peut garder la
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configuration anomérique de départ ou subir une inversion de configuration (Coutinho et al.,

2003) (Figure 20).
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Figure 20. Mécanisme de la réaction catalysée par les GTs avec rétention ou inversion de
la configuration anomeérique du sucre donneur

La réaction enzymatique catalysée par les GTs peut se produire avec inversion ou rétention de la
configuration du glycoside donneur. R (couleur noire), nucléoside monophosphate; R (couleur bleue),
de nature variable, peut étre un sucre, un lipide, un antibiotique, un acide nucléique ou autre.

II. LE REPLIEMENT DES GTs, "FOLDS"

Malgré leur diversité de séquence primaire, la comparaison de la structure des GTs a révéleé
qu’elles adoptent principalement deux types de repliements (Breton et al., 2006). On parle de
GTs qui présentent un "fold" de type GT-A ou GT-B formant deux super-familles (Bourne et
al., 200; Breton et al., 2002) (Figure 21).

I1.1. La structure de type GT-A

Cette structure 3D a été décrite pour la premiere fois pour I’enzyme SpsA de Bacillus Subtilis.
Le repliement ou organisation GT-A est considéré comme une association de deux domaines
de type Rossmann [like (Rossmann et al., 1974) (structure o/f/a) associés pour former un
feuillet central continu, constitué¢ d’au moins 8 brins . Pour cette raison, certains auteurs

décrivent la structure GT-A comme formant un seul domaine de Rossmann (Figure 21). Ce
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dernier est également appelé domaine de liaison des nucléotides car il est typiquement associé

a la structure des protéines capables de fixer ces molécules.

GT-B

Figure 21. Principales structures 3D des GTS

Le repliement de type GT-A est représenté par I’enzyme SpsA de Bacillus Subtillus et I’organisation
GT-B est représentée par la structure de la B-glucosyltransférase du bactériophage T4.

D’aprés Lairson et al., 2008

Chez les eucaryotes, les protéines de type GT-A possédent généralement un court domaine
cytoplasmique N-terminal suivi d’un segment transmembranaire, lié au domaine catalytique
globulaire (région cristallisée) par une région tige ou "stem" (Breton et al, 1999). 1l est
important de noter que toutes les enzymes qui possedent une structure de type GT-A ne sont
pas forcément des GTs (Brown et al., 1999). La plupart des enzymes GT-A présentent une
séquence "signature" ou motif DXD dans lequel I'un ou I’autre des carboxylates forme une
liaison de coordination avec un cation divalent (et/ou le ribose du sucre nucléotidique)
(Wiggins et al., 1998; Breton et al., 1998). De plus, de nombreuses GT-A utilisent un acide
carboxylique, Asp (acide aspartique) ou Glu (acide glutamique), qui joue le role de base

catalytique (Tarbouriech et al., 2001).
I1.2. La structure de type GT-B

Les enzymes GT-B sont constituées de deux vrais domaines de Rossmann o/f/o.

Contrairement aux GT-A, ces deux domaines ne sont pas associés, mais disposés face a face.
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La fixation du ligand est accompagnée d’un changement conformationnel de la protéine. Le
site actif de ces enzymes est situé¢ a I’intérieur du sillon délimité par les deux domaines de
Rossmann (Figure 21). De la méme fagon que les GT-A, les deux domaines des enzymes GT-
B sont associés aux sites de fixation des substrats donneur et accepteur. Hormis les GTs,
d’autres types d’enzymes peuvent également adopter un repliement GT-B, telles que ’UDP-
GlcNAc-2-¢épimérase (Campbell et al., 2000) et la GlcN-1-phosphate-pyrophosphorylase
(Brown et al., 1999).

III. LES GALACTOSYLTRANSFERASES (GalTs)

Les GalTs appartiennent a la super-famille des GTs. Les galactosylations sont des réactions
qui contribuent a la grande diversité structurale des oligosaccharides exprimés dans les
organismes vivants. Le transfert du Gal a partir d’un sucre nucléotidique sur un substrat
accepteur est une réaction enzymatique catalysée par différentes GalTs. Cette activité
enzymatique est largement répandue, aussi bien chez les organismes procaryotes que chez les
eucaryotes. Chez les procaryotes, les GalTs sont impliquées dans la biosynthése des
polysaccharides capsulaires (Kolkman et al., 1997), des glycanes associés a la piline
(Jennings et al., 1998) et dans la formation des lipopolysaccharides attachés a un antigéne par
une liaison O-glycosidique. Dans les levures Schizosaccharomyces pombe, une GalT participe
a la formation du galactomannane de la paroi cellulaire (Chappell et al., 1994). Dans
différents types de plantes, les GalTs interviennent également dans la synthése des
galactolipides plastidiques (Miege ef al., 1999; Awai et al., 2001), des flavonols galactosylés
(Miller et al., 1999) et dans la formation des galactomannanes (Edwards et al., 1999). Chez
les eucaryotes, la principale fonction des GalTs est d’assurer la biosynthése des

glycoprotéines et des glycolipides.

Chez les eucaryotes, les GalTs sont localisées au niveau de I’appareil de Golgi et sont
impliquées dans la synthése du lactose et de différentes classes de glycoconjugués. Les GalTs
présentent entre-elles une faible homologie de séquence. Elles catalysent le transfert d’un Gal
sur divers substrats accepteurs en formant différents types de liaisons osidiques. Ainsi, les
GalTs catalysent la formation de liaisons glycosidiques de type: al,2, al,3, al,4, al,6, B1,3
ou B1,4. En se basant sur la nature de la liaison formée, les GalTs sont classées en familles
d’enzymes. Ainsi, on distingue la famille des a2GalTs, a3GalTs, 04GalTs, a6GalTs, f3GalTs

et B4GalTs. Seule cette derni¢re famille de GalTs sera présentée dans ce manuscrit.
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II1.1. La famille des p4GalTs

Ce sont des protéines transmembranaires qui présentent une topologie de type II, avec un
court segment cytosolique N-terminal, un seul domaine transmembranaire suivi d’une région
en forme de tige, appelée région "stem", et un large domaine catalytique luminal C-terminal.
Les membres de cette famille possédent de nombreuses caractéristiques communes,
notamment (1) I'utilisation de I’UDP-Gal comme substrat donneur, (2) la formation d’une
liaison glycosidique B1,4, (3) l'utilisation de substrats accepteurs osidiques similaires:
GlcNAc, Gle ou Xyl. De plus, ces enzymes présentent une séquence '"signature", DXD,
comme la plupart des GTs possédant une structure de type GT-A.

Cette famille d’enzymes est constituée de 7 sous-familles: P4GalTl a p4GalT7. La
caractérisation des génes codant pour les f4GalTs met en évidence une relation évolutive avec
une organisation génomique similaire et de fortes homologies de séquence primaires. A
I’exception de la B4GalT7, les P4GalTs contiennent quatre résidus Cys au niveau de leur
domaine catalytique. Les B4GalTs subissent des modifications post-traductionnelles de type
N-glycosylation. En effet, les f4GalT5 et T6 portent un grand nombre de sites potentiels de
N-glycosylation au niveau de la région "stem”. En outre, un site de glycosylation conservé a

¢été identifié sur I’extrémité C-terminale des f4GalT2, T3, T4, TS et T6.

La famille des P4GalTs présente une homologie de séquence avec les polypeptides
aGalNACcTs. Plus précisément, les enzymes B4GalTs possedent un motif peptidique
(WG(G/R)EDD(E/D)) similaire au motif (WGGENXE) identifi¢ dans différents membres de
la famille de GaINACcTs (Clausen and Bennett, 1996; Amado et al., 1999).

Bien que les f4GalTs présentent des activités enzymatiques similaires, Furukawa et al. (1999)
ont montré que leurs spécificités vis-a-vis des substrats accepteur et donneur sont différentes
et que leur expression est tissu-spécifique. Les f4GalT1 et T2 participent a la synthese de la
N-acétyl-lactosamine dans les glycolipides et les glycoprotéines et possedent également une
activité lactose synthase qui peut étre modulée par I’a-lactalbumine (LA). Les f4GalT3 et T4

synthétisent la N-acétyl-lactosamine et cette activité n’est pas régulée par la LA (Tableau 5).
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B4GalT1

B4GalT2

B4GalT3

B4GalT4

B4GalT5

B4GalT6

B4GalT7

Localisation
chromosomique

(chez I’homme)

9p13

1p34-p33

1923

3q13.3

20q13

18q11

5935.1-35.3

Tableau

B4GalTs

Activité

enzymatique

GalB1—4GIlcNAcB-

Galp1—4GIcNAcp-

Galp1—4GIcNAcp-

GalB1—4GIlcNAcB-

Galpf1—4GIcNAcp-

GalB1—4Glcpl1-
Cer

Galpl—4Xylp1

Expression

Ubiquitaire

Ubiquitaire

Ubiquitaire

Ubiquitaire

Ubiquitaire

Cerveau

Poumon

Pancréas
Moelle

épinicre

Ubiquitaire

Produit formé

N-acétyl-
lactosamine
Lactose (LA)

N-acétyl-
lactosamine
Lactose (LA)

N-acétyl-
lactosamine
Lactose

N-acétyl-
lactosamine
Lactose

Non déterminée

Lactosylcéramide

[Xylp1,4Gal]

Voie de

biosynthése

Glycolipide
Glycoprotéine

Glycolipide
Glycoprotéine

Glycolipide
Glycoprotéine

Glycolipide
Glycoprotéine

Non déterminée

Glycolipide
Glycoprotéine

PGs

5 : Principales caractéristiques fonctionnelles et distribution tissulaire des

Cer, céramide; Gal, galactose; Glc, glucose; GIcNAc, N-acétylglucosamine; Xyl, xylose; LA, a-
lactalbumine.

D’aprés Hennet, 2002

De fagon importante, il a ét¢ démontré récemment que la f4GalT4 est impliquée dans la

formation des chaines de KS qui sont indispensables a la structure de la cornée (Kitayama et

al., 2007). Les fonctions biologiques des f4GalT5 et T6 ne sont pas bien déterminées (Sato et
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al., 1998; Van Die 1., et al, 1999). Néanmoins, il est établi que la f4GalT6 posséde une
activité lactocéramide synthase, importante pour la biosynthése des glycolipides (Nomura et
al., 1998). La B4GalT7 est le dernier membre de la famille des B4GalTs. Elle catalyse le
transfert du premier Gal de I’amorce tétrasaccharidique sur le Xyl 1ié a la protéine "core" des

PGs.
I11.2. La p4GalT1 bovine

La B4GalT1 catalyse le transfert d’un Gal a partir de ’'UDP-Gal sur un résidu GlcNAc, c’est
une réaction qui nécessite des ions Mn®". En présence de LA, qui est une protéine spécifique
des glandes mammaires, I’enzyme forme un complexe lactose synthase qui permet le transfert
d’un Gal sur un résidu Glc libre, via la formation d’une liaison glycosidique de type B1,4 et
permet ainsi la production du lactose (Galf1,4Glc) (Morrison et Ebner, 1971). Seules la
B4GalT1 et T2 ont une activité lactose synthase en présence de LA (Almeida et al., 1997).

La B4GalT1 bovine est la premicre GalT a avoir été isolée et clonée (Narimatsu et al., 1986)
et sa structure 3D a été résolue pour la premiére fois par Gastinel et al. (Gastinel et al., 1999).
L’¢étude de cette structure en absence d’UDP-Gal montre la présence d’un seul domaine
catalytique conique, avec une large poche ouverte située a sa base. La fixation de I"UDP-Gal
induit un changement de conformation trés important, et la poche catalytique vient recouvrir
les résidus d’acides aminés qui interagissent avec le sucre nucléotidique et passe ainsi d’une
conformation I (poche catalytique ouverte) a une conformation II (poche catalytique fermée)
(Ramakrishnan and Qasba, 2001).

Le domaine catalytique de la f4GalT1 bovine posséde une séquence >DVD** qui présente
un site potentiel de fixation des cations divalents métalliques. Ce motif DXD est conservé
dans toutes les B4GalTs et il a été¢ démontré qu’il présente une forte affinité envers les cations

Mn”" et qu’il ne peut pas fixer le Co”* (Boeggeman and Qasba, 2002).

L’analyse de la structure de la f4GalT1 bovine cristallisée en présence d’UDP et de LA a
montré que les ions Mn”>" forment cinq liaisons de coordination: deux liaisons avec le
pyrophosphate du sucre nucléotidique et trois liaisons avec le Co de I’aspartate en position
254 (Asp254), le Ce2 de I’histidine en position 347 (His347) et le S6 de la méthionine en
position 344 (Met344) (Figure 22).
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Figure 22. Structure cristallographique du domaine catalytique de la p4GalT1 bovine en
présence d’UDP-Gal et d’ions Mn*"

L’analyse de la structure cristallographique montre une organisation globulaire pliée qui forme une
poche conique avec deux extrémités dissemblables, N-terminale en bleu et C-terminale en rouge. Le
domaine N-terminal qui intervient dans la reconnaissance du sucre nucléotidique contient des feuillets
B (présentés par des fléches), qui sont disposés de part et d’autre d’hélices a présentées par des rubans.
Le domaine C-terminal qui est impliqué dans la reconnaissance du substrat accepteur est constitué
principalement de brins . La liaison entre 1’UDP-Gal et la 4GalT1 bovine produit une conformation
de type II (fermée) dans laquelle le résidu W314 (équivalent du W224 de la p4GalT7 humaine) situé a
I’intérieur de la poche catalytique, entre en interaction a la fois avec le substrat donneur et le substrat
accepteur.

D’apres Qasba et al., 2008

La séquence > *WGWGGEDDD’*° de la p4GalT1 bovine présente une structure en forme de
boucle, dont les résidus aminés Asp318 et Asp319 sont directement impliqués dans la fixation

du substrat accepteur GlcNAc (Boeggeman and Qasba, 2002). Plus précisément, I’oxygéne du
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groupement carboxylate de 1’Asp228 forme des liaisons hydrogénes avec O3 et O4 du
GlcNAc (ou Glc) (Ramakrishnan and Qasba, 2001). Néanmoins, I’étude réalisée par Zhang
(Zhang et al., 2003) suggere que 1’Asp228 n’affecte pas directement la fixation du substrat
donneur. Cela contredit I’hypothése de Hatanaka et al. (2001) qui a identifié, en utilisant un
marquage de photoaffinité du GIcNAc, I’Asp228 comme étant le résidu aminé qui fixe le

substrat accepteur.
IIL.3. Les p4GalT7s
I11.3.1. Les propriétés enzymatiques

La B4GalT7 (xylosylprotéine-P1,4-galactosyltransferase; EC 2.4.1.133) catalyse le transfert
d’un Gal a partir d’un substrat donneur, ’'UDP-Gal, sur I’hydroxyle en position 4 du Xyl li¢ a

une Ser de la protéine "core" des PGs.

Cette enzyme est capable d’utiliser des substrats accepteurs exogeénes de type xylosidique,
comprenant un Xyl lié a une aglycone, notamment le 4-méthylombelliferyl-xylopyranoside
(4-MOX) et le 4-nitrophényl-xylopyranoside (4-NP-Xyl), pour initier la biosynthése des
GAGs in vivo et in vitro. La réaction enzymatique catalysée par la B4GalT7 nécessite la
présence obligatoire de cations divalents, principalement le manganese, comme cofacteur

(Figure 23).

4
+ Mn?* o L O-ser +

> " OH " (protéine

ol core) ou

4 S o ) Y aglycone

H()W---"- I (proteine core) c N gl
HO o aglycone
0 Xylosides exogénes
) = amorces des GAGs

Ho /&?Oé/o 4-MOX

HO OH

Figure 23. Représentation schématique de la réaction enzymatique catalysée par la
B4GalT7

En présence d’ions manganése, la B4GalT7 catalyse le transfert du Gal sur le Xyl d’un substrat
accepteur endogéne (Xyl-protéine "core") ou exogeéne (Xyl-aglycone) pour initier la synthése des
chaines de GAGs.
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Chez I’homme, le géne codant pour cette enzyme a ¢té identifié en 1999 par la recherche
d’homologies de séquence dans la base des données EST (Expressed Sequence Tags)
(Almeida et al., 1999). L’organisation génomique de la f4GalT7 est différente de celle des
autres f4GalTs. Son géne ne possede pas les cinq domaines intron/exon conservés dans les
quatre premicres f4GalTs mais contient six exons (1-50, 51-413, 414-369, 640-723, 724-828
et 829-984). L’analyse de la séquence primaire de la f4GalT7 montre également que ce
dernier est le membre le plus distant de cette famille d’enzymes. Quatre résidus Cys du site
catalytique, conservés au sein des six premieres f4GalTs, sont absents dans la f4GalT7. De
plus, des motifs peptidiques hautement conservés dans les B4GalTs montrent des variations
significatives dans la f4GalT7, notamment au niveau de la sé¢quence WGWGE(R)DDDD(E)
(Figure 24). Enfin, I’analyse du produit de la réaction catalysée par cette enzyme a révélé la
formation d’une liaison Galf1,4Xylp1-R, impliquée dans la biosyntheése des GAGs (Okajima
et al., 1999a; Almeida et al., 1999).

Motif Motif
DXD WGWGE(R)EDDD(E)

B4GalTl

B4GalT2

p4GalT3
B4GalT4
B4GalT5
14 35
- % 382
B4GalT6 — i : -
29 58 * 327
B4GalT7 — -

Figure 24. Comparaison schématique de I’organisation des membres de la famille des
B4GalTs chez ’homme

Le domaine catalytique des f4GalTs contient un premier motif conservé DXD et un deuxiéme motif
conservé qui présente une mutation non conservative E/R et une mutation conservative D/E sur la
séquence de la f4GalT7: WGWGE(R)EDDD(E). Les résidus Cys conservés dans les six premiers
membres de cette famille d’enzymes sont indiqués par un trait rose et les sites potentiels de N-
glycosylation par des étoiles bleues. Les domaines transmembranaires sont représentés par des
rectangles noirs.

D’aprés Amado et al., 1999
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La PB4GalT7 humaine est une protéine membranaire de type II, composée de 327 acides
aminés. Le domaine cytoplasmique (28 acides aminés) situé¢ a I’extrémité N-terminale est
suivi du domaine transmembranaire composé de 30 acides aminés. Cette enzyme présente un
large domaine C-terminal (269 acides aminés) situé¢ dans le lumen de I’appareil de Golgi. Ce
domaine contient la région "stem" et le site catalytique de I’enzyme qui comprend des motifs
conservés au sein de la famille des P4GalTs. La p4GalT7 humaine présente une masse
moléculaire de 37 kDa et posséde un seul site de N-glycosylation (Figure 24).

Okajima et al. (1999a) ont démontré que le géne codant la P4GalT7 humaine est un
orthologue du géne sqv-3 de Caenorhabditis elegans (C. elegans): leur séquence primaire
présente 38% d’identité. Il a été suggéré dans de nombreuses études qu’il existe une relation
¢volutive entre les membres de la famille des P4GalTs au sein de différentes espéces
(vertébrés et invertébrés). Les génes codant sont issus d’événements de duplication a partir
d’un géne ancestral commun (Hennet, 2002). La séquence protéique de la f4GalT7 humaine
et de drosophile sont similaires a 58% et 1’alignement de séquences de leur domaine
catalytique montre une homologie de I’ordre de 73% (Ramakrishnan and Qasba, 2010). De la
méme fagon, I’analyse de la séquence protéique de la B4GalT7 humaine et de la 4GalT1

bovine montre une similarité de 33%.

Au cours de ce travail, une étude phylogénétique approfondie de la famille des f4GalT7s a été
réalisée. Elle sera présentée dans la partie « résultats » sous forme de publication (Publication

n°l).

Ce_sqv-3

0.3

e Dm_CG11780

0.134

Hu_B4GalT-VIl

0.292
0.055

Hu_B4GalT-Vi

0.146

0.208

Hu_B4GalT-V

0.139

N Hu_B4GalT-IV

0.283

Hu_B4GalT-ll

0.281

— Hu_B4GalT-I

0.059

Hu_B4GalT-|

0.238

Figure 25. Analyse de la relation phylogénétique entre les B4GalTs humaines, la
B4GalT7 de drosophile et de sqv-3

D’aprés Vadaie ef al., 2002
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Il est important de noter que les principales études qui ont été réalisées sur la B4GalT7
humaine ont été basées sur la structure 3D de la f4GalT1 bovine, qui était la seule f4GalT
cristallisée. Depuis peu, on dispose également de la structure 3D de la B4GalT7 de drosophile
(Ramakrishnan and Qasba, 2010). La 4GalT7 de drosophile présente une forte similarité de
séquences avec la f4GalT7 humaine et la f4GalT1 bovine. Ramakrishnan and Qasba (2010)
ont réussi a élucider 1’organisation 3D du site catalytique de cette enzyme, en présence d’'UDP
et d’ions Mn®", en produisant une protéine chimérique. En effet, différentes constructions ont
¢té réalisées avant d’arriver a la production d’une forme chimeérique, active apres
solubilisation et cristallisable. L’alignement de séquence des P4GalT7s humaine et de
drosophile montre que ces deux protéines présentent une forte similarité a partir de ’'His93 et
de I’His75 respectivement. Il a ét¢ d’ailleurs suggéré que le domaine catalytique pourrait
commencer a partir de ces acides aminés. La cristallisation de la f4GalT7 de drosophile
déletée des 70 premiers acides aminés de 1’extrémité N-terminale n’a pas abouti. Il a été
proposé que les acides aminés de I’extrémité C-terminale, caractéristiques de la séquence de
drosophile, pourraient altérer la cristallisation de I’enzyme. Pour cette raison, ce groupe de
chercheurs a réalisé une 2°™ construction qui a permis de produire une protéine dépourvue
des 70 acides aminés N-terminaux et des 11 acides aminés C-terminaux. La cristallisation de
cette protéine tronquée n’a également pas pu étre réussie. Enfin, la comparaison de la
B4GalT7 de drosophile avec la B4GalTl bovine par alignement de séquence a permis
d’identifier une forte similarit¢é au niveau de leur domaine catalytique respectif, qui
commence a partir du résidu aminé 176 de la protéine bovine. Toutefois, cette approche a
permis de constater que le domaine catalytique de la f4GalT7 de drosophile est dépourvu
d’une séquence N-terminale correspondant au peptide situé entre les acides aminés 129 et 175
de I’enzyme bovine. Il a été suggéré que ’absence de cette séquence dans la B4GalT7 de
drosophile expliquerait, vraisemblablement, les difficultés rencontrées lors des premieres
tentatives de cristallisation de cette protéine. La fusion du peptide 143-175 de la 4GalT1
bovine a I’extrémité N-terminale de la P4GalT7 de drosophile sous forme tronquée,
dépourvue des 70 acides aminés N-terminaux et des 11 acides aminés de I’extrémité C-
terminale (comme décrit précédemment), a rendu la cristallisation de cette protéine possible.
La B4GalT7 de drosophile a été donc cristallisée en présence de I’UDP et du cofacteur

métallique Mn*".
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Quand au résidu Asp320 (équivalent de 1’Asp230 de la B4GalT7 humaine), la structure
cristallographique de la f4GalT1 bovine n’a montré aucun contact entre cet acide aminé et la
GlcNAc. Le groupement carboxylate de I’Asp320 forme une liaison hydrogene avec la
Tyr311 (équivalent a Phe221 de la f4GalT7 humaine), et il a été suggéré que cette liaison
participe a la stabilisation de la structure de la boucle formée par le peptide

32WGWGGEDDD?,

Une étude réalisée par Boeggeman et Qasba (Boeggeman and Qasba, 2002) a montré que la
mutation du Glu317 (équivalent du Glu227 de la p4GalT7 humaine qui a fait I’objet de cette
¢tude) ou de I’Asp310 provoque une modification de 1’activation de I’enzyme par les cations
Ca®" et Co®", par rapport & la p4GalT1 bovine sauvage. Cependant, a 1’heure actuelle les
données structurales n’indiquent pas la fixation de cations métalliques au niveau de la région

S"WGGEDDDIY* de la B4GalT1 bovine.
I11.3.2. La B4GalT7 de drosophile (Drosophila melanogaster)

La B4GalT7 de drosophile est 1’orthologue de la p4GalT7 humaine. C’est une protéine
constituée de 322 acides aminés et qui présente une activité¢ enzymatique 4GalT, comme
décrit précédemment.

La structure 3D de la f4GalT7 de drosophile a été récemment résolue par Ramakrishnan et
Qasba (2010). L’organisation cristallographique de cette enzyme montre que, 1’Asp147 du

motif DXD forme une liaison de coordination avec le cation Mn*" (Figure 26).

De fagon intéressante, la cristallisation de la B4GalT7 bovine a permis d’identifier, pour la
premiére fois, un nouveau motif **'HXH*" de fixation du cofacteur métallique, jamais
identifi¢ dans la structure 3D des GTs. De plus, ’alignement de séquence des B4GalT7s
montre que ce motif est conservé dans toutes les especes.

La structure cristallographique de la f4GalT7 de drosophile montre que le manganése forme
six liaisons de coordination: une avec 1’Aspl47 (équivalent de I’Aspl165 de la B4GalT7
humaine), deux liaisons avec les atomes d’azote Ne2 et Nol de I’'His241 et His243,
respectivement (équivalents de 1’His257 et His259 de la f4GalT7 humaine), deux liaisons
avec les atomes d’oxygene de chacun des deux groupements phosphates de la molécule

d’UDP, et une liaison avec une molécule d’eau (Figure 26).
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Figure 26. Organisation cristallographique de la fixation du manganése et de ’UDP sur
la p4GalT7 de drosophile

Le manganése forme six liaisons de coordination avec 1’Asp147, 1’His241, I’His243, une molécule
d’eau et deux liaisons avec les groupements phosphates de I’UDP.

D’apres Ramakrishnan and Qasba, 2010

La superposition des structures 3D de la f4GalT7 de drosophile et de la f4GalT1 bovine a
montré une organisation similaire du site de fixation du substrat donneur et de la poche
catalytique. En revanche, la comparaison des sites de fixation du substrat accepteur a montré
des différences importantes, probablement dues a la spécificité différente de ces deux
enzymes vis-a-vis du substrat accepteur. La deuxiéme divergence importante de 1’organisation
3D a été observée au niveau des extrémités N- et C-terminales. En effet, la f4GalT7 de
drosophile est dépourvue d’un peptide N-terminal identifi¢é dans la B4GalTl bovine.
Cependant, cette derni¢re ne possede pas le peptide C-terminal identifi¢ dans I’enzyme de
drosophile. Il a été suggéré que ces deux régions peptidiques pourraient structuralement se

compenser (Ramakrishnan and Qasba, 2010) (Figure 27).

Enfin la modélisation du site de fixation du Xyl, substrat accepteur de la B4GalT7, suggere
que la chalne aromatique du résidu Tyrl177 interagirait avec 1’atome C5 de cette molécule,

produisant un encombrement stérique qui empéche d’autres interactions avec cet atome
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(Ramakrishnan and Qasba, 2010). 11 a été suggéré que la fixation du Xyl sur la B4GalT7 de
drosophile serait similaire a la fixation du substrat GIcNAc ou Glc sur la B4GalT1 bovine.
Ainsi les atomes 02, O3 et O4 des groupements hydroxyles du résidu glycosidique du
substrat accepteur formeraient des liaisons hydrogene avec les atomes d’oxygene des
carboxylates de I’Asp212 et Asp211 de la B4GalT7 de drosophile (Asp319 et Asp318 de la
B4GalTlbovine). Ainsi, 1I’Asp211 constituerait la base catalytique de cette enzyme
(Ramakrishnan and Qasba, 2010).

Figure 27. Structure cristallographique de la f4GalT7 de drosophile en présence d’ions
Mn** et d’une molécule d’UDP

La couleur du diagramme du ruban de la B4GalT7 change progressivement de couleur pour passer de
la couleur bleue des résidus de 1’extrémité N-terminale a la couleur rouge des résidus de 1’extrémité C-
terminale. Les ponts disulfures formés par les résidus Cys (255, 300, 308 et 310) sont situés du c6té C-
terminal. La molécule de Mn>" est représentée par une boule violette. L’organisation 3D de la
4GalT7 de drosophile est trés proche de la structure cristallographique de la f4GalT1 bovine.

D’aprés Ramakrishnan and Qasba, 2010
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Chapitre 3 : Les voies de biosynthese des PGs

Les PGs et leurs chaines de GAGs sont des molécules diversifiées et trés complexes. Ils
possedent un vaste spectre d’action et jouent des rdles majeurs dans de nombreuses
pathologies, notamment dans le cas des arthropathies d’origine dégénérative, inflammatoire,
et cancéreuse. La modification de I’expression des enzymes impliquées dans la synthése ou la
dégradation des GAGs est observée au cours des différents stades de la progression tumorale
et métastasique. De fagon intéressante, un effet bénéfique de I’Hp associée aux traitements
anti-cancéreux a été récemment mis en évidence. Un essai clinique a été consacré a 1’étude de
I’effet de la nadroparine (Hp de faible poids moléculaire) chez des patients atteints de cancers
a un stade avancé sans thromboembolisme veineux. Cette étude a montré que le traitement a
I’Hp influence favorablement la survie des malades (Klerk ez al, 2005). Plusieurs études
suggerent un effet favorable de I’association entre la chimiothérapie conventionnelle et I’Hp.
Un essai clinique de traitement des patients atteints d’une forme agressive de cancer des
poumons a démontré que 1’association d’Hp de faible poids moléculaire avec la
phosphocyclamide, 1’épirubicine et la vincristine permet d’améliorer la réponse a ces
traitements comparée aux résultats obtenus avec la chimiothérapie conventionnelle (Altinbas

et al., 2004).

Les GAGs constituent donc des cibles et des outils pharmacologiques dans diverses situations
pathologiques, d’ou I’intérét de la connaissance de leur structure, la compréhension de leur

mécanisme d’action et de la caractérisation des enzymes impliquées dans leur métabolisme.
L. LA BIOSYNTHESE DES PGs

A D’exception de I’AH, la biosynthése des PGs commence toujours par la formation de la
protéine "core" qui possede des séquences consensus d’acides aminés constituant les sites
d’ancrage des chaines de GAGs. La formation des GAGs fait ensuite intervenir plusieurs
familles d’enzymes qui agissent de facon coordonnée. Il s’agit de GTs, de sulfotransférases
(STs) et d’épimérases qui sont localisées principalement dans le RE et dans les différents

compartiments de I’appareil de Golgi.
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II. LA FORMATION DE L’AMORCE TETRASACCHARIDIQUE

A D’exception des chaines de KS (Baker et al., 1975; Stein et al., 1982), la biosynthese des
GAGs est initiée par la  formation dune amorce  tétrasaccharidique
[GlcAB1,3Galp1,3Galp1,4XylB1] (appelée également région de liaison ou "linkage region”
entre la protéine "core" et les chaines de GAGs) commune aux Hp/HS et CS/DS. Les
premicres enzymes impliquées dans ce processus sont les XTs (XTI/XTII), qui catalysent le
transfert d’un Xyl sur un résidu d’acide aminé Ser (ou Thr) de la protéine "core" en formant
une liaison O-glycosidique. Puis I’enzyme 4GalT7 ajoute le premier Gal sur I’extrémité non
réductrice du Xyl, suivie de la B3GalT6 qui transfert le deuxiéme Gal. Enfin, 1’ajout du
dernier sucre, GIcA, sur le deuxieme Gal de 1’amorce tétrasaccharidique est assuré par la

B1,3-glucuronosyltransférase I (GIcAT-I) (Figure 28).

Ser
LUDP-{?( u
Xyl transferase UDP
Y BSer
Gal transferase | 'K’UDP-O
BaGalT? ubpP
OB4 vy BSer
Gal transferase Il ubP-O
B3GalTé uDP
OB30OB4 vy pSer
GlcA transferase | UDP-&
UDP
SB30OB3OR4K Bsqer
Undefined
sulfotransferases l
and kinases h
+4/6S
©B3OB3OP4 Yy Ser
+2P q

ubP{] UDPll
ubP UDP
GalNACT1  EXTL3

+4/6S )
[IB4&B3OB3OP4 frpSer o4 B3OBIOB4 v BSer
2P 2P

Chondroitin Heparan
sulfate sulfate

Figure 28. Les enzymes impliquées dans la biosynthése de I’amorce tétrasaccharidique
commune aux CS/DS et Hp/HS

[lustration de la synthése et des modifications de I’amorce tétrasaccharidique commune aux
différentes chaines de GAGs.

D’aprés Esko et al., 2009, Essentials of Glycobiology
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La B4GalT7 (appelée aussi GalT-I) est une enzyme qui appartient a la famille des p4GalTs
(voir chapitre 2). Elle intervient a un stade précoce de I’initiation de la synthése des GAGs,
en catalysant le transfert du premier Gal de ’amorce tétrasaccharidique sur le Xyl li¢ a la
protéine "core" des PGs. Chez I’homme, des mutations ponctuelles (A186D, L206P et
R270C) de la B4GalT7 sont lies a une maladie d’origine génétique, la forme progéroide du
syndrome d’Ehlers-Danlos (Almeida ef al., 1999; Faiyaz et al., 2004). Les patients atteints de
ce syndrome présentent un tableau clinique sévere affectant en particulier le systéme

musculo-squelettique.

Les conséquences des mutations de la f4GalT7 dans le contexte de ce syndrome sur la
synthése des chaines de GAGs sont partiellement caractérisées. Au niveau des tissus
conjonctifs, une substitution aberrante des chaines de CS/DS de la décorine est observée (voir
premiére partie de I’introduction bibliographique). L’équipe de Gotte a également suggéré
I’implication d’une altération des chaines d’HS dans le retard du processus de cicatrisation
observé chez les patients atteints du syndrome progéroide d’Ehlers-Danlos (Goétte et al.,
2008).

Par ailleurs, Esko ef al. ont démontré en 1985 que les cellules CHO-pgsB618 (Chinese
Hamster Ovary), déficientes en B4GalT7, montrent une absence totale de chaines de GAGs.
Enfin, la B4GalT7 présente la particularité de pouvoir initier la synthése des chaines de GAGs
in vivo et in vitro, a partir de substrats xylosidiques exogenes (Esko et al., 1987). De fagon
intéressante, ces molécules peuvent avoir des propriétés thérapeutiques importantes en
stimulant ou inhibant la synthése des chaines de GAGs. Ainsi, il a été suggéré que des
inhibiteurs de la biosynthése des GAGs auraient des propriétés anti-cancéreuses (Mani ef al.,
1998; Belting et al., 2002; Schuksz et al., 2008). Des xylosides initiant la formation des
chaines de GAGs constituent des médicaments anti-thrombotiques potentiels (Martin et al.,
1996) ou encore des agents thérapeutiques proposés dans le traitement de la maladie

d’Alzheimer grace a leurs propriétés anti-amyloides (Kisilevsky et al., 2004).

L’ensemble de ces observations indique un rdle clé de la f4GalT7 dans I’initiation des voies
de biosynthese des GAGs. De ce fait, cette protéine pourrait constituer une cible
pharmacologique dans 1’objectif de développer des stratégies thérapeutiques visant a pallier la

perturbation de la syntheése des GAGs observée au cours de diverses pathologies.
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III. LA POLYMERISATION DES CHAINES DE GAGs

Aprés la formation de 1’amorce tétrasaccharidique [GIcAB1,3Galf1,3GalB1,4Xylp1],
commence 1’¢élongation des chaines de GAGs qui oriente la machinerie cellulaire vers la
synthése des chaines d’Hp/HS ou de CS/DS. La nature du cinquiéme résidu saccharidique
transféré sur I’amorce tétrasaccharidique détermine le type de chaines de GAGs synthétisées.
I1 s’agit d’un résidu GlcNAc pour les Hp/HS et d’un résidu GalNAc pour les CS/DS. D’une
facon générale, I’extension des chalnes se fait par [’addition alternative de deux
monosaccharides: une hexosamine et un GlcA. Ces réactions sont catalysées respectivement
par des HS-synthases (EXTL1/2/3 et EXT1/2) et des CS-synthases.

Dans le cas des KS, les GAGs sont formées comme des oligosaccharides attachés par une
liaison glycosidique de type N ou O a une protéine "core", et I’¢longation se fait par 1’addition

de résidus GIcNAc et Gal.
I11.1. La polymérisation des chaines de CS/DS

Apres I’ajout d’un résidu GalNAc sur 1’amorce tétrasaccharidique par la CS-GalNAcT-I
(ChGn), la polymérisation des chaines de CS/DS a lieu par addition alternative d’un résidu
GlcA et d’un résidu GalNAc. Chez les vertébrés, la B3GICAT et la B4GalNAcCT sont
considérées comme les deux enzymes responsables de la polymérisation de 1’unité
disaccharidique €¢lémentaire des chaines de CS/DS (Richmond et al., 1973) (Figure 29). La
GIcAT qui intervient dans la polymérisation des chaines de CS/DS est appelée B3GIcAT-II,
elle est distincte de I’enzyme qui catalyse le transfert du GIcA sur ’amorce trisaccharidique
(Sugumaran et al., 1998).

Le GIcA des chaines de CS subit une épimérisation du carbone en position 5 (C5) pour former
un IdoA. Cette modification permet de distinguer les chaines de DS des chaines de CS, qui
sont composées de deux types d’acide uronique (GIcA et IdoA), comme indiqué dans la

Figure 29.
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Figure 29. Représentation schématique des voies d’élongation des chaines de CS/DS et
des enzymes impliquées dans ces réactions

Le GIcA subit une épimérisation en position C5 pour former un IdoA caractéristique des chaines de
DS. De plus, ces dernicres peuvent étre sulfatées a différentes positions (C2, 4 ou 6). PAPS, 3’-
phosphoadénosyl-5’-phosphosulfate.

D’apres Esko et al., 2009, Essentials of Glycobiology

I11.2. La polymérisation des chaines d’Hp/HS

La syntheése des chaines d’HS est associée aux produits de la famille des génes EXT. Le
transfert du résidu GIcNAc sur ’amorce tétrasaccharidique est catalysé par I’enzyme EXTL3
(a4GIcNACT-I). Cette réaction est suivie de I’addition successive d’un résidu GIcA et d’un
résidu GIcNAc, catalysée par le complexe EXT1/EXT2 qui possedent des activités f4GIcAT-
et 04GIcNAcT. Les chaines d’Hp/HS subissent une série de modifications importantes,
notamment, des sulfatations en position 3 ou 6 de la GIcNAc, ou une épimérisation du GIlcA

qui peut a son tour €tre sulfaté en position 2 (Figure 30).
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Figure 30. Représentation schématique de la polymérisation des chaines d’Hp/HS et
enzymes impliquées dans ces réactions

Cette figure montre les séries de modifications que les chaines d'Hp/HS peuvent subir. NS, N-
sulfatation; PAPS, 3 phosphoadénosyl-5’-phosphosulfate.

D’apres Esko et al., 2009, Essentials of Glycobiology

Iv. LES REACTIONS DE MODIFICATION DES CHAINES DE GAGs DES PGs
IV.1. Les réactions de modification de I’amorce tétrasaccharidique

La région de liaison entre la protéine "core" et les chaines de GAGs (I’amorce
tétrasaccharidique) peut subir diverses modifications, notamment, une phosphorylation en C2
du Xyl et une sulfatation des Gal a différentes positions (C4 et/ou C6) comme représenté dans
la Figure 31. De fagon intéressante, et contrairement au "dogme" selon lequel la structure ou

la composition de 1’amorce tétrasaccharidique est commune aux CS/DS et Hp/HS, il a été
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démontré que dans certains PGs isolés de 1’aorte bovine, le GIcA serait épimérisé en C5 pour

former I’ldoA dans les chaines de DS (Sugahara et al., 1995a and 1995b).

HO
HO CH ZOH 0
CH .OH 7.
2 () —
2_~O\, o\ Sérine
O OF, OH ’
Gal Gal

(Po+)

Figure 31. Modification de la région de liaison des chaines de GAGs

Durant la synthése des PGs, ’amorce tétrasaccharidique peut étre modifiée a différentes positions.
Ainsi, le Xyl peut étre phosphorylé en position 2, tandis que chacun des deux Gal peut étre sulfaté en
position 4 et/ou 6.

IV.1.1. La phosphorylation en C2 du xylose de ’amorce tétrasaccharidique

Le C2 du Xyl constitue un site de phosphorylation majeur, a la fois pour les CSPGs (Oegma
et al, 1984) et pour les HSPGs (Fransson et al., 1985). Des ¢études ont montré que la
phosphorylation est maximale aprés le transfert des deux résidus Gal de [’amorce
tétrasaccharidique (Moses et al, 1999), et que I’addition du GIcA serait suivie d’une
déphosphorylation rapide. En outre, les PGs des tissus ayant une MEC abondante, ne portent
pas de groupement phosphate sur le Xyl de I’amorce tétrasaccharidique (Sugahara et al,
1995a).

Le role biologique de cette phosphorylation n’est pas complétement compris. Il a été proposé
que cette modification pourrait constituer un signal pour le transport et la sécrétion des PGs,
ou encore pour les modifications ultérieures des chaines de GAGs (Moese et al., 1997; 1999).

Dans les PGs produits par les cellules de mélanome, la déphosphorylation du Xyl est
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compléte (Spiro et al., 1991) tandis que dans les cellules de chondrosarcome, I’agrécane
produit porte un groupement phosphate sur le Xyl de I’amorce tétrasaccharidique (Oegma et
al., 1984). 11 a été suggéré que la déphosphorylation peut étre inefficace dans certaines lignées
cancéreuses, et que ce phénomene serait associé¢ a 1’altération de la biosynthése des PGs dans
ces cellules (Prydz et al., 2000). De plus, des travaux réalisés dans mon équipe ont démontré
que Pactivité enzymatique de la B4GalT7 est complétement abolie in vitro lorsque le Xyl est
phosphorylé en C2 (Gulberti et al., 2005). L’ensemble de ces résultats suggere que cette
modification de I’amorce tétrasaccharidique joue un role important dans la régulation de la

synthése des GAGs, selon un mécanisme qui reste a déterminer.
IV.1.2. La sulfatation des galactoses de I’amorce tétrasaccharidique

De fagon intéressante, la sulfatation des Gal de 1’amorce tétrasaccharidique des PGs a été
observée au niveau des chaines de CS/DS, alors qu’elle est absente dans les Hp/HS. Cette
observation suggere que les groupements sulfates de ces résidus pourraient constituer un
signal d’orientation des voies de biosynthése vers 1’un ou ’autre des types de GAGs. Il a été
¢galement proposé que cette modification pourrait étre impliquée dans le recyclage des PGs.
De plus, il a ét¢ démontré que I’activité enzymatique de la GIcNAcT-I, qui joue un role
important dans I’initiation de la synthése des HS, est inhibée par la 4-O-sulfatation du Gal
(Kitagawa et al., 1995; Lidholt et al., 1997).

Les CS/DS peuvent étre sulfatés en C4 et/ou C6 sur les deux résidus Gal (Sugahara et al,
1988). Une étude réalisée par mon équipe a mis en évidence I’importance de cette
modification dans I’initiation de la biosynthese des GAGs. En effet, la O-sulfatation du C4 ou
C6 du premier et/ou du deuxieéme Gal régule I’efficacité enzymatique de la GIcAT-I (Gulberti
et al., 2005). En particulier, cette enzyme présente une efficacité 7 fois supérieure vis-a-vis
d’un oligosaccharide accepteur sulfaté en position 6 sur le premier résidu Gal comparé a son
analogue non sulfaté. Au contraire, toutes les autres positions de sulfatation abolissent
I’activité de la GIcAT-1.

De facon intéressante, la phosphorylation du Xyl n’a jamais été identifiée en présence de
groupements sulfates sur les résidus Gal de Iamorce tétrasaccharidique des chaines

glycosaminoglycaniques de CS/DS (Prydz et al., 2000).
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Figure 32. Réactions de modifications des chaines d’HS et de CS/DS

a) Les réactions de modifications des HS sont initiées par la N-acétylation/N-sulfatation de la GIcNAc
suivie d’une sulfatation rapide au niveau des groupements amines libres pour former des GIcNS. b)
Dans le cas de la modification des chaines de DS, les disaccharides subissent une 4-O-sulfatation
directement aprés épimerisation, pour laisser place a ’action de la DS2ST qui catalyse la sulfatation
de I’IldoA en C2. Enfin, dans les chaines de CS, la réaction de 6-O-sulfatation des GalNAc et
GalNAc(4S) est catalysée par deux enzymes distinctes.

D’aprés Kusche-Gulberg et Kjellen, 2003

I1V.2. Les modifications des différentes chaines de GAGs

Au cours du processus de polymérisation des chaines de GAGs, les unités glycosidiques sont

modifiées a différentes positions. Ainsi, on distingue : 1) les réactions de N-déacétylation/N-
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sulfatation de la GIcNAc de I’'unité disaccharidique de I’Hp et des HS; 2) I’épimérisation du
GlcA en IdoA dans I’Hp et les HS (et DS); 3) les O-sulfatations des disaccharides répétitifs de
I’Hp, des HS, CS et DS a des positions variables (C2, 3, 4 ou 6).

La réaction de N-sulfatation est une modification spécifique des chaines d’HS et elle n’a
jamais été observée dans les CS/DS ou KS. Une famille d’enzymes bifonctionnelles appelée
NDSTs (GIlcNAc-N-déacétylase/sulfotransférase) catalysent la N-déacétylation du GIcNAc
pour générer une GIcN, sur laquelle elles transfeérent un groupement N-sulfate (Wei et al.,

1993) (Figure 32)

Au cours de la polymérisation des chaines de GAGs, les HS subissent une série de réactions
de modifications (Figures 30 et 32). A la suite de I’action des NDSTs, les STs et les
épimérases peuvent intervenir pour assurer la modification des chaines de GAGs et augmenter

la diversité structurale de ces molécules.
IV.2.1. La sulfatation des Hp/HS
IV.2.1.1. La N-déacétylation/N-sulfatation des HS

Chez les mammiferes, la famille des NDSTs est composée de quatre membres, NDSTI,
NDST2, NDST3 et NDST4, de spécificité de substrat différente (Aikawa et al., 2001). Ces
enzymes se distinguent €également par leur profil d’expression, ainsi, les NDST1 et 2 sont
exprimées ubiquitairement au cours du développement embryonnaire ainsi que chez ’adulte,
tandis que la NDST3 et 4 sont exprimées uniquement au stade embryonnaire (Grobe et al.,

2002).

La modification de la structure des chaines d’HS confere a ces GAGs une organisation
particuliere. En effet, contrairement aux chaines de CS, la N-sulfatation des HS engendre la
formation successive de domaines sulfatés et de domaines dépourvus de groupements
sulfates. Cette organisation permet de différencier des domaines N-acétylés (NA), N-sulfatés
(NS), et des domaines mixtes (NA/NS) (Figure 30). Ces régions sont le plus souvent présentes
dans cet ordre et elles constitueraient des sites de fixation de divers ligands, notamment les

FGFs (Fibroblast Growth Factors) et I’anti-thrombine.
IV.2.1.2. La O-Sulfatation des Hp/HS

La O-sulfatation intervient apres la N-sulfatation et I’épimérisation en C5 du GIcA en IdoA.

La 2-O-sulfatation se produit préférentiellement en C2 de I’IdoA, mais également en C2 du
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GlcA (Rong et al., 2001; Merry and Wilson, 2002). Les acides hexuroniques 2-O-sulfatés se
trouvent, a quelques exceptions pres, exclusivement a co6t¢ des domaines NS du
polysaccharide. L’enzyme qui catalyse cette réaction est la 2-OST (ou HS2ST), il a été

démontré que cette protéine forme un complexe avec la C5 épimérase (Esko and Selleck,

2002).

Comme il est mentionné¢ précédemment, les Hp/HS peuvent subir également des
modifications par 6-O-sulfatation du résidu GlcNAc. A ce jour, trois enzymes GIcNAc-6-O-
STs ont été identifiées (Smeds et al., 2003): 6-OST1, 6-OST2 et 6-OST3 (HS6ST-1, HS6ST-
2, HS6ST-3). 1l est intéressant de noter que I’expression de ces protéines est tissu-spécifique.
Chez la souris adulte, la 6-OST1 est préférentiellement exprimée dans le foie, tandis que la 6-
OST2 est présente dans le cerveau et la 6-OST3 possede une expression ubiquitaire. Chez

I’homme, la 6-OST2 existe sous deux isoformes (voir Tableau 6).

Enfin, au cours de la biosynthése des Hp/HS les résidus GIcNAc peuvent étre modifiés par 3-
O-sulfatation. C’est une réaction rare, spécifique de ce type de chaines. Elle est catalysée par
une famille de 3-OSTs composée de sept membres: 3-OST1, 3-OST2, 3-OST3A, 3-OST3B,
3-OST4, 3-OST5 et 3-OST6 (Showrak et al., 1999; Xia et al., 2002; Mochizuki et al., 2003).
De nombreuses études ont suggéré que la 3-O-sulfatation régule sélectivement la fonction
biologique de I’Hp et des HS. En particulier, la présence de la 3-O-sulfatation sur les HS est
indispensable pour la reconnaissance de I’anti-thrombine (Petitou ef al., 2003).

Le virus de I’herpés de type 1 (HSV-1: Herpes Simplex virus) est un des nombreux agents
pathogeénes qui utilisent les HS des PGs de la surface cellulaire comme récepteur. Ainsi, les
chaines d’HS interagissent avec les glycoprotéines gB et gC de ’enveloppe virale pendant la
fixation du virus sur la cellule. Cela constitue la premiére étape du processus de 1’entrée du
HSV-1 dans la cellule hote. De fagon importante, il a été démontré que c’est la 3-O-
sulfatation des HS qui permet I’interaction entre ces chaines de GAGs cellulaires et la
glycoprotéine virale gD, induisant ainsi la fusion entre 1’enveloppe virale du HSV-1 et la

membrane de la cellule infectée (O’Donnell et al., 2005; Shukla et al., 1999).
IV.2.2. La sulfatation des CS/DS

La modification des chaines de CS/DS par des réactions de sulfatation est catalysée par trois
familles de STs. Les acides hexuroniques sont 2-O-sulfatés par I’enzyme CS/DS2ST, la seule
ST impliquée dans la 2-O-sulfatation de ces chaines de GAGs identifiée a ce jour (Kobayashi
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et al., 1999). Elle catalyse le transfert d’un groupement sulfate sur le C2 du GIcA et de
I’IdoA.

Quant aux résidus GalNAc, ils peuvent étre O-sulfatés en C4 et C6. Ces réactions sont
catalysées respectivement par la famille des 4-O-sulfotransférases: C4ST/D4ST (Yamauchi
et al., 1999) et la famille des 6-O-sulfotransférases C6STs (Uchimura et al., 1998) (voir
Tableau 6).

V. LA DEGRADATION ET LE RECYCLAGE OU "TURNOVER'" DES PGs

De nombreuses études ont montré la présence d’enzymes impliquées dans la dégradation des
chaines de GAGs, permettant ainsi le recyclage de ces molécules par I’organisme. En premier
lieu, les PGs sont internalisés par les cellules. Au cours de I’endocytose, ils subissent un
clivage protéolytique qui permet la libération de la protéine "core", tandis que les chaines de
GAGs sont partiellement clivées par des enzymes telles que 1’endo-B-glucuronidase ou
I’endohexosaminidase. Ces enzymes reconnaissent des séquences consensus spécifiques, qui
dépendent de la composition des chaines de GAGs. Elles produisent des fragments
glycosidiques de taille variable qui subissent une dégradation compléte par 1’action d’une

série d’exoglycosidases et de sulfatases.

Une famille d’enzymes appelée endosulfatases a été récemment découverte. Chez ’homme,
deux ADNc ont été identifiés: SULF1 et SULF2 (Shridhar et al., 2002). Ces deux genes
codent pour des protéines membranaires capables de désulfater les chaines de GAGs. La
découverte de cette réaction ainsi que de I’action des héparanases extracellulaires a suggéré la
présence d’autres processus enzymatiques capables de modifier la structure des GAGs et de
les dégrader, notamment celle des HS apres leur sécrétion.

De facon intéressante, I’altération de I’expression de SULF1 a été associée a de multiples
cancers, en effet, la SULF1 humaine est considérée comme un suppresseur de tumeurs dans la
carcinogenese (Lai et al., 2008). Cette enzyme est responsable de la désulfatation des HSPGs
cellulaires. Elle est impliquée dans la croissance cellulaire, la prolifération tumorale, la
migration, I’invasion et I’angiogené¢se. En revanche, la SULF2 a été décrite comme une

enzyme qui présenterait des propriétés pro-oncogéniques (Lai et al., 2010).
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Enzyme

Abréviation

Substrat
prédominant

Expression
chez ’homme

Chondroitine/dermatane sulfates

Chondroitine 4-O-sulfotransférase-1

Chondroitine 4-O-sulfotransférase-2
Chondroitine 4-O-sulfotransférase-3
Dermatane 4-O-sulfotransférase-1
Chondroitine 6-O-sulfotransférase
Chondroitine 6-O-sulfotransférase-2
Chondroitine 4-sulfate 6-O-
sulfotransférase Galactosaminyl uronyl
2-O-sulfotransférase

Héparine/héparane sulfates

N-déacétylase/N-sulfotransférase 1
N-déacétylase/N-sulfotransférase 2
N-déacétylase/N-sulfotransférase 3
N-déacétylase/N-sulfotransférase 4
Héparane sulfate 2-O-sulfotransférase
Héparane sulfate 6-O-sulfotransférase 1
Héparane sulfate 6-O-sulfotransférase 2
Héparane sulfate 6-O-sulfotransférase
28

Héparane sulfate 6-O-sulfotransférase 3
Héparane sulfate 3-O-sulfotransférase 1

Héparane sulfate 3-O-sulfotransférase 2

C4ST1

C4AST2

C4ST3

D4ST1

CS6ST
CS6ST2
GalNAc4S-6ST
CS/DS2ST

NDST1
NDST2
NDST3
NDST4
2-OST
6-OST1
6-OST2
6-OST2S

6-OST3
3-OST1
3-OST2

Héparane sulfate 3-O-sulfotransférase 3A 3-OST3A
Héparane sulfate 3-O-sulfotransférase 3B 3-OST3B

Héparane sulfate 3-O-sulfotransférase 4

Héparane sulfate 3-O-sulfotransférase 5

3-OST4
3-OST5

-GlcA-GalNAc-

-GlcA-GalNAc-
-GlcA-GalNAc-
-GlcA-GalNAc-
-GlcA-GalNAc-
-GlcA-GalNAc-
-GlcA-GalNAc4S-
-GlcA-GalNACc6S-
-IdoA-GalNAc4S-

-GlcA-GleNAc-
-GlcA-GleNAc-
-GlcA-GleNAc-
-GlcA-GleNAc-
-HexA-GIcNS-
-HexA+2-GlcNS/Ac-

-HexA+2S-GleNS/Ac-
-HexA+2S-GleNS/Ac-

-HexA+2S-GlcNS/Ac-

-GlcA-GIeNS+£6S-
-HexA2S-GleNS-

-IdoA2S-GlecNH2+6S-
-IdoA2S-GleNH2+6S-

?
-GlcA- GleNS£6S-,
-IdoA2S-GleNS+6S-

Tissus
hématopoiétiques
Ubiquitaire

Foie

Placenta

Aorte, testicules
Ceeur, ovaires

Ubiquitaire

Ubiquitaire
Ubiquitaire
Ubiquitaire
Ubiquitaire
Ubiquitaire
Ubiquitaire
Cerveau
Ovaires, placenta,
reins du feetus
Cerveau, reins
Cerveau
Cceur, placenta
Foie, placenta
Cerveau
Cerveau, corde

spinale

Tableau 6 :

modifications de biosynthése des GAGs

Les différentes sulfotransférases impliquées dans les réactions de

Ce tableau résume les principaux substrats reconnus par les STs et le profil d’expression de ces

enzymes.
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Présentation de l'étude

Les récents progres de la glycobiologie ont révélé 1I’'importance majeure des carbohydrates, et
en particulier celle des PGs. Ces macromolécules jouent un rdle crucial dans de nombreux
processus biologiques (physiologiques et pathologiques), notamment via leurs chaines de
GAGs, impliquées dans de multiples interactions cellulaires associées au développement
embryonnaire, a la coagulation, I’inflammation, la cancérogenése, ou encore aux infections
virales. En raison de leur implication dans de nombreuses maladies, ces molécules constituent
des cibles pharmacologiques potentielles. Elles peuvent également étre utilisées comme

agents thérapeutiques et représenter des marqueurs diagnostiques.

La grande complexité du systetme de biosynthése, de modification et de dégradation des
GAGs est a I’origine de la variété structurale considérable de ces polysaccharides. Bien que la
majorité des enzymes impliquées dans la biosynthése des GAGs soit identifiée, la
caractérisation structurale et fonctionnelle de chacune d’entre-elles est trés incompléte. Une
meilleure compréhension des voies de biosynthése des GAGs ouvrirait des perspectives
thérapeutiques au regard de nombreuses pathologies. L’énorme potentiel de ces molécules a
¢été longtemps négligé. Néanmoins, au cours des dernieres décennies, elles attirent de plus en
plus I’attention de la communauté scientifique et médicale. Ces travaux ont déja permis le
développement et I'utilisation de médicaments dans le traitement de plusieurs affections
associées a des désordres de la biosynthese des PGs. L’injection intra-articulaire d’AH est
utilisée dans le traitement de 1’arthrose (Migliore and Granata, 2008). Des approches
thérapeutiques ont conduit a 1’utilisation des GAGs afin de cibler spécifiquement les cellules
tumorales, tout en véhiculant des molécules anti-cancéreuses (Yip ef al., 2006). L’Hp est un
puissant anti-coagulant, utilisé depuis plusieurs décennies dans la prévention et le traitement
de la thrombose veineuse. Dans le cas du cancer, 1’activité¢ de I’Hp atténue la progression
tumorale, notamment en réduisant la production de thrombine et la formation de fibrine
(Prandoni er al, 2005). De facon intéressante, plusieurs essais cliniques suggerent que
I’association de la chimiothérapie conventionnelle au traitement par I’Hp serait favorable en

termes de survie des patients (Altinbas et al., 2004; Klerk et al., 2005).

Par conséquent, 1’élucidation des mécanismes d’action des enzymes impliquées dans la
biosynthese des PGs et leurs chaines de GAGs constitue un véritable enjeu médical. Leurs
voies de biosynthése nécessitent la participation de plusieurs familles d’enzymes, notamment

des GTs, des STs, des épimérases, des sulfatases et des phosphorylases assurant la diversité et
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I’hétérogénéité des GAGs. La perturbation de 1’activité de ces enzymes, en particulier des
GTs, est associée a plusieurs pathologies. Le syndrome progéroide d’Ehlers-Danlos est une
maladie génétique résultant de mutations de la f4GalT7, enzyme qui intervient & un stade
précoce de I’initiation de la synthése des chaines de GAGs des PGs (Quentin et al., 1990).
Trois mutations ont ét¢ identifiées chez les patients atteints de ce syndrome héréditaire. Il
s’agit des mutations A186D, L206P et R270C, qui diminuent ou abolissent ’activité de la
B4GalT7 affectant la substitution des chaines de GAGs des PGs, en particulier la décorine.
Ces altérations se traduisent par des anomalies fonctionnelles, notamment au niveau des tissus
conjonctifs. La forme progéroide du syndrome d’Ehlers-Danlos est en effet caractérisée par
un tableau clinique séveére. Les patients atteints présentent un aspect progéroide, un retard de
développement, une disproportion cranio-faciale, une ostéopénie généralisée, des défauts de
cicatrisation, des articulations hypermobiles, des muscles hypotoniques, une peau fragile et

hyperextensible, ainsi que des anomalies du systéme musculo-squelettique.

A la lumiere des récentes découvertes démontrant I’importance des chaines de GAGs et leur
potentiel thérapeutique, 1’enjeu de ma thése est de mieux comprendre les mécanismes d’action
des enzymes intervenant dans leur biosynthése. Mes travaux portent plus spécifiquement sur
la caractérisation structurale et fonctionnelle de la f4GalT7 humaine. Dans ce contexte, j’ai
développé deux systémes d’expression hétérologue de la f4GalT7 humaine recombinante,
permettant la production de la protéine sauvage et mutée dans les cellules eucaryotes et dans
la bactérie. Ainsi, j’ai réalis¢é une étude comparative des effets in vitro/ex vivo de la
surexpression de la B4GalT7 sur I’activité GalT et sur la capacité¢ de I’enzyme a stimuler
I’initiation de la synthése des GAGs dans des cellules déficientes. Nous avons également
¢tudié les conséquences de la mutation des acides aminés situés dans des motifs hautement
conserveés au sein des B4GalTs, potentiellement impliqués dans la fixation des substrats et/ou
I’organisation structurale de la B4GalT7 humaine, sur les constantes cinétiques et sur I’activité

enzymatique évaluée in vitro et dans les cellules CHO-pgsB618 en culture.

Une premiere démarche a consisté a mener une étude phylogénétique afin d’identifier les
membres de la famille des f4GalTs et la sous-famille des f4GalT7s de différentes espéces.
Nous avons ensuite réalis€ un alignement de séquences de cette famille d’enzymes qui a
permis de déterminer des domaines peptidiques conservés au sein des 7 f4GalTs humaines et
de 48 P4GalT7s de différentes especes (cette partie du projet a été réalisée en collaboration
avec le Dr. Rafael Oriol, INSERM U1004, Villejuif). Parallélement, nous avons développé
avec le Dr. Guillermo Mulliert (UMR 7036 CNRS-UHP Nancy 1) un modele moléculaire de
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la p4GalT7 humaine basé sur la structure cristallographique de la f4GalT1 bovine qui était la
seule B4GalT dont la structure 3D était élucidée. Récemment, Ramakrishnan et Qasba (2010)
ont ¢lucidé la structure 3D de la f4GalT7 de drosophile, ce qui nous a permis de développer
un nouveau modele moléculaire de la B4GalT7 humaine basé¢ sur cette structure. La
superposition des deux modeles a confirmé la pertinence de 1’organisation structurale du site
actif de I’enzyme humaine fondée sur le premier modéle moléculaire. L’ensemble de ces
stratégies a permis d’identifier la présence de motifs peptidiques conservés potentiellement
impliqués dans la reconnaissance de substrat, la catalyse enzymatique et/ou 1’organisation
structurale du site actif de la P4GalT7 humaine. Il s’agit des domaines '“DVD'®
ZIFWGWGREDDE™" et *’HLH*. Les données bibliographiques et les modéles
moléculaires développés proposent I’implication du motif '*DVD'® dans la reconnaissance
du substrat donneur et la formation de liaisons de coordination avec les cations divalents
(Mn®). Le deuxiéme motif contient les résidus carboxyliques Glu227 et Asp228,
potentiellement impliqués dans la catalyse enzymatique. Il contient également des acides
aminés (résidus Gly223 et Gly225) qui auraient une fonction structurale et seraient
indispensables aux changements conformationnels de la poche catalytique, permettant ainsi
les interactions entre le substrat donneur et le substrat accepteur. Quant au dernier motif, il
serait essentiellement impliqué dans des interactions avec les ions Mn”". Pour vérifier ces
postulats, nous avons procédé a la mutagenese dirigée systématique par PCR de ces acides
aminés, afin d’analyser leur importance fonctionnelle. Dans 1’objectif de déterminer le rdle de
chacun de ces acides aminés, nous avons analysé et comparé les conséquences de chaque
mutation sur les propriétés enzymatiques de la 4GalT7 in vitro. Pour ce faire, j’ai notamment
développé un systéme d’expression bactérien permettant de produire et de purifier cette

enzyme en quantité compatible avec des études cinétiques approfondies.

Nous avons ¢également ¢tudié 1’effet de la surexpression de 1I’enzyme sauvage ou mutée dans
les cellules en culture, sur I’initiation de la biosyntheése des GAGs a partir d’un substrat
xylosidique exogeéne ou en surexprimant la protéine "core" de la décorine servant d’ancrage
aux chaines de GAGs. L’ensemble de ce travail a permis I’identification d’acides aminés
essentiels a la fonction de la f4GalT7 humaine. J’ai en particulier démontré le rdle clé du
résidu Trp224 qui semble étre impliqué a la fois dans 1’interaction avec les substrats donneur
et accepteur, et dont la mutation en His module la spécificité vis-a-vis de ce dernier

(Publication n°1, Talhaoui et al., 2010).
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Dans le cadre de I’é¢tude des bases moléculaires de la forme progéroide du syndrome
d’Ehlers-Danlos, nous avons surexprimé la 4GalT7 recombinante humaine portant chacune
des mutations associées a cette pathologie dans les cellules eucaryotes en culture et dans la
bactérie en fusion avec la GST, en vue de déterminer les conséquences de ce désordre
génétique sur les propriétés catalytiques de cette enzyme. Enfin, j’ai analysé ’effet de I’apport
de substrat xylosidique sur la capacité de I’enzyme B4GalT7 sauvage et mutée, a restaurer

I’initiation de la biosynthése des GAGs (Publication n°2, Talhaoui et al., 2010).

Ces deux parties de mon projet de thése ont pour objectif d’établir des bases moléculaires de
la synthese des chaines de GAGs des PGs vers le développement de molécules thérapeutiques
destinées au traitement des pathologies associées a la perturbation de ce processus. A 1’issue
de ce travail, une étude structurale de la B4GalT7 humaine purifiée, exprimée dans la bactérie,
en fusion avec la GST, par cristallographie a ét¢ engagée. Cependant, cette étude est encore a
un stade préliminaire, et un travail important reste a fournir afin d’obtenir les cristaux de cette

protéine et d’¢élucider sa structure 3D.

De facon complémentaire, mon équipe s’intéresse aux mécanismes régissant I’assemblage des
GAGs in vivo et a leurs anomalies au cours des pathologies articulaires. Dans ce cadre, j’ai
participé¢ a une €tude originale fondée sur ’exploration de I’implication d’une modification

épigeénétique dans la régulation de la synthese des PGs.

Cette étude est menée sur un modele cellulaire humain, la lignée de chondrosarcome H-EMC-
SS (HEMC). Dans un premier temps, nous avons analysé la séquence de la région promotrice
proximale et du premier exon des geénes codant pour les enzymes impliquées dans la synthése
et la modification des chaines de GAGs. Cette approche a permis de mettre en évidence la
présence d’ilots CpG, susceptibles de subir des méthylations aberrantes de 1’ADN.
L’utilisation de la méthode de conversion au bisulfite de ’ADN génomique a ensuite permis

de cartographier la méthylation des geénes des GTs et des STs dans les cellules HEMC.

De facon intéressante, apres analyse du profil de méthylation des génes codant pour les quatre
GTs intervenant dans la formation de 1’amorce tétrasaccharidique et les génes impliqués dans
I’¢longation et la sulfatation des chaines d’HS, nous avons démontré que seuls les génes des
STs, NDSTs et OSTs, et plus particuliecrement la famille des 3-OSTs, présentent une
hyperméthylation, et sont donc potentiellement soumis a un mécanisme de régulation

épigénétique via la méthylation de I’ADN. Par contre, les geénes de la B4GalT7 et des autres
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GTs impliquées dans la formation des chaines d’HS ne présentent pas de modification de leur

profil de méthylation comparé a I’ADN de cellules non cancéreuses.

Ces résultats nous ont conduit a analyser par RT-PCR semi-quantitative, le taux d’ARNm des
genes hyperméthylés, identifiés comme potentiellement soumis & un mécanisme de régulation
épigénétique, dans des cellules HEMC traitées par un inhibiteur de méthylation de I’ADN, la
5-aza-2’-déoxycytidine (5-Aza-dc). Nous avons notamment analysé I’expression des geénes de
la famille 3-OSTs, afin de vérifier ’hypothése selon laquelle I’hyperméthylation de leur
promoteur serait responsable d’une répression de leur expression dans les cellules HEMC de

chondrosarcome humain.

Cette investigation a été poursuivie par la caractérisation de 1’effet de la surexpression, par
transfection, des genes hyperméthylés 3-OST1 et 3-OST3A dans les cellules HEMC sur le
degré de sulfatation et le taux de biosynthése des HSPGs cellulaires. Le résultat obtenu a été
comparé a la caractérisation de I’impact de I’induction de I’expression de ces geénes par
inhibition de la méthylation, dans les cellules traitées par la 5-Aza-dc. Enfin, nous avons
finalisé cette étude par la détermination des conséquences de la surexpression de la 3-OST1 et
la 3-OST3A dans les cellules HEMC, par transfert de génes ou par traitement a la 5-Aza-dc
sur I’adhésion, la prolifération et la migration cellulaires. Ce travail a fait 1’objet d’une
publication qui démontre 1’implication de la répression de 1’expression des 3-OSTs par un
processus de régulation épigénétique dans le développement du phénotype invasif des cellules

de chondrosarcome HEMC (Publication n°3, Bui ef al., 2010).
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Matériels et méthodes

Materiels

1. Lignées cellulaires et réactifs de culture cellulaire

Les cellules H-EMC-SS (HEMC) de chondrosarcome humain et les cellules Hela
proviennent de la banque « European Collection of Cell Culture » (ECACC, Sigma-Aldrich,
Saint-Quentin Fallavier, France). Les cellules CHO-pgsB618 (cellules d’ovaire de hamster
chinois, déficientes en B4GalT7, CRL-2241) ont été obtenues aupres de la banque « American
Type Culture Collection » (ATCC, LGC Standards, Molshein, France).

Les milieux de culture DMEM, DMEM/F12 et Fischer sont fournis par GIBCO-Life

Technologies (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France).
2. Les réactifs de biologie moléculaire

Les enzymes de restriction proviennent de New England Biolabs (Hitchin, Grande-Bretagne).
Le vecteur d’expression eucaryote pcDNA-3.1a(+) et les bactéries compétentes TOP 10 sont
fournis par Invitrogen-Fischer-Scientific. Le vecteur d’expression bactérienne pET-41a(+) et
les bactéries Escherichia. coli (E. coli) BL21 (DE3) proviennent de Novagen
EMD4Biosciences (Nottingham, UK). Le kit de mutagenése dirigée « QuickChange site-
directed mutagenesis kit » et la Pfu Tubo DNA Polymerase sont fournis par Stratagene (La
Jolla, CA). Le kit d’extraction d’ADN plasmidique provient de Qiagen (Courtabeeuf, France)

3. Les réactifs chimiques

Le 4-Méthylombelliféryl-B-D-xylopyranoside (4-MOX), le 4-nitrophénol-p-D-xylopyranoside
(4-NP-Xyl), I’'UDP-Gal, I"UDP-a-D-glucose (UDP-Glc), I’UDP-a-D-N-acétylglucosamine
(UDP-GIcNAc), DI’UDP-a-D-N-acétylgalactosamine (UDP-GalNAc), 1I’UDP-a-D-acide
glucuronique (UDP-GIcA) et I’'UDP-a-D-xylose (UDP-Xyl) sont fournis par Sigma-Aldrich.
Les substrats accepteurs 7-méthoxy-naphtyl-B-D-xylopyranoside et le 7-méthoxy-naphtyl-p-
D-xylopyranoside-2-phosphate ont été synthétisés par 1’équipe du Dr. Jean-Claude Jacquinet
(UMR 6005 CNRS, Orléans).
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4. Les réactifs radiomarqués

Le sulfate de sodium Na,[*’S]SO,, I'UDP[*C]-Gal, I'UDP[*C]-GlcA, I’UDP['*C]-Xyl,
’UDP["*C]-GalNAc, I'UDP["*C]-GIcNAc et le mélange cystéine-méthionine « EasyTag
express protein labeling, [*>S] » proviennent de Perkin-Elmer Life Science (Courtaboeuf,
France). L’UDP["*C]-Glc et le marqueur de masse moléculaire « Rainbow ™ [*C] methylated
protein molecular weight » sont fournis par Amersham Biosciences (GE Healthcare, Saclay,

France).
5. Les réactifs biochimiques

La papaine, la généticine G418, 1’isopropyl-B-D-galactopyranoside (IPTG), 1’anticorps
polyclonal anti-IgG de souris, 1’anticorps polyclonal anti-IgG de chévre, proviennent de
Sigma-Aldrich. Le kit « MagneHis Protein Purification System » est fourni par Promega. La
résine Sephadex G50, la résine Sepharose Glutathion 4B et les films Hyperflim MP
proviennent d’ Amersham Biosciences (GE Healthcare). L anticorps monoclonal anti-décorine

provient de Calbiochem. L’anticorps monoclonal anti-GST est fourni par Novagen.

Les gels a gradient (4-12% Bis-Tris) « Gel Criterion XT », le tampon XT MOPS (acide N-
morpholino-3-propane sulfonique) et le gel de chromatographie « Macro-Prep DEAE Support

» sont fournis par Bio-Rad (Marnes-la-Coquette, France).

Méthodes expérimentales

I. CLONAGE DE LA p4GALT7 HUMAINE ET CONSTRUCTION DES VECTEURS
D’EXPRESSION

La séquence codant pour la B4GalT7 a ¢été amplifiée par une procédure standard
d’amplification par PCR « Polymerisation Chain Reaction » a partir d’une banque d’ADNc de
placenta (Clontech, Palo Alto, CA) en utilisant des amorces 3’ et correspondant a la séquence

publiée par Almeida et al. (1999).

Amorce sens : 5’-CAGGTACCATGTTCCCCTCG-3’
Amorce antisens : 5’-CTCTAGACTACAGATCCTCTTCAGAGATGAGTTTCTGCTCGCTGAATGTG-3’

L’ADNCc a été ensuite sous-cloné dans le vecteur PCR2.1 TOPO (Invitrogen, Cergy Pontoise,

France) comme précédemment décrit (Gulberti et al, 2005). La construction PCR2.1-
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B4GalT7 obtenue a été utilisée pour construire les vecteurs d’expression nécessaires a la

réalisation de la suite de ce travail.
1. Construction du vecteur d’expression pcDNA-B4GalT7

Pour I’expression de I’enzyme 4GalT7 dans des cellules eucaryotes, la séquence précédente
a été modifiée par PCR en introduisant dans 1’amorce 5’ un site Kpn/ et une séquence Kozak
d’optimisation de la traduction; et dans ’amorce 3’ un site Xbal et une séquence codant pour
I’étiquette "Myc" (EQKLISEEDL). Le produit de PCR est ainsi cloné dans les sites ad hoc du
vecteur pcDNA-3.1a(+) qui porte le géne de résistance a I’ampicilline, ce qui a permis la
construction du vecteur d’expression pcDNA-B4GalT7. Le plasmide portant le géne codant
pour la B4GalT7 sauvage ou mutée a été utilisé pour transfecter des cellules HeLa (cellules
¢pithéliales humaines de cancer de col utérin) et des cellules CHO-pgsB618 (Chinese
Hamster Ovary) déficientes en 4GalT?7.

Les cellules HelLa ont été utilisées pour la réalisation des cinétiques enzymatiques et la
détermination des constantes enzymatiques apparentes. Les cellules CHO-pgsB618, qui sont
déficientes en B4GalT7 et ne produisent pas de GAGs endogenes, ont été utilisées pour la

réalisation des études ex vivo.
2. Construction du vecteur d’expression pET-p4GalT7

Pour la construction du vecteur d’expression bactérien, I’ADNc codant une forme tronquée de
B4GalT7, délétée des 60 acides aminés N-terminaux, a été amplifié par PCR au moyen
d’amorces contenant un site Ncol en 5’ et un site Xhol en 3’ et sous-cloné¢ dans le vecteur
pET-41a(+) en fusion avec le géne de la GST (Glutathion-S-Transférase), pour générer la
construction pET-B4GalT7. Ce plasmide a été ensuite utilisé pour transformer des cellules E.
coli BL21 (DE3) et pour exprimer la B4GalT7 sauvage ou mutée en fusion avec la GST en N-

terminal, avec un site de coupure a I’enterokinase (Invitrogen).

Site de reconnaissance de I’enterokinase

DDDDKu XXXXX

ST [Py BGAITT

Figure 33. Schéma de la construction GST-B4GalT7 recombinante humaine exprimée

dans des cellules BL.21
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II. CLONAGE DE LA DECORINE HUMAINE ET CONSTRUCTION DU VECTEUR
D’EXPRESSION pcDNA-DECORINE

L’ADNCc obtenu a partir d’une banque d’ADNc de placenta a été¢ amplifié¢ par PCR en utilisant
I’amorce sens (5’-ATGAAGGCCACTATCATCCTCCTTCTG-3’) et I’amorce antisens (5°-
CTACTTATAGTTTCCGAGTTGAATGGC-3’). Un site AfII et une séquence Kozak du coté
5’ et un site Xho et une séquence codant 5 His (pentaHis) du coté 3’ ont ensuite été introduits
par PCR. L’ADNc modifi¢ a été cloné¢ dans le vecteur d’expression pcDNA3.1a(+) pour
obtenir la construction pcDNA-décorine qui a été transfectée dans des cellules CHO-

pgsB618.
III. MUTAGENESE DIRIGEE PAR PCR

Dans ce travail, les mutations réalisées sont des mutations ponctuelles (mutations
conservatives et mutations non conservatives) réalisées par la technique de mutagenese
dirigée par PCR en utilisant le kit « QuickChange site-directed mutagenesis kit ». Le plasmide
pcDNA-B4GalT7 ou pET-f4GalT7 a été utilisé comme matrice avec les amorces sens et
antisens qui portent le codon de la mutation d’intérét (en gras souligné). Les séquences des
amorces utilisées sont fournies dans le tableau situé en annexes.

Les mélanges réactionnels de PCR contiennent 50 ng d’ADN parental, 125 ng de chaque
amorce nucléotidique, 10 mM dNTP, le tampon de la réaction et 2 U de I’enzyme Pfu Turbo
dans un volume final de 50 pl. Le programme de PCR utilis¢ est le suivant: 95°C pendant 30
secondes, 95°C pendant 1 minute, 55°C pendant 1 minute et 65°C pendant 1 minute x le
nombre de kb du plasmide. Ce programme a été répété 16 fois. Le produit de PCR est digéré
par ’enzyme de restriction Dpnl pendant 1 heure a 37°C. Cette enzyme clive de fagon
spécifique ’ADN méthylé parental permettant ainsi de sélectionner I’ADN muté non méthylé
et d’¢éliminer I’ADN non muté parental.

Apres transformation des cellules compétentes E. coli (TOP 10) par choc thermique, les
clones recombinants ont été sélectionnés grace a la présence d’une résistance a I’ampicilline
(Amp) pour la construction pcDNA-B4GalT7 et d’une résistance a la kanamycine (Kana) pour
la construction pET-B4GalT7.

Les clones qui présentent une résistance a I’antibiotique ont été mis en culture dans du milieu
Luria-Bertani (LB) supplémenté en kanamycine ou ampicilline afin d’extraire et de purifier

les plasmides d’intérét. Les mutations sont systématiquement vérifiées par s€quencage.
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IV. EXPRESSION HETEROLOGUE DE LA g4GalT7 RECOMBINANTE HUMAINE
1. Expression de la p4GalT7 dans des cellules eucaryotes

Pour exprimer la f4GalT7 dans des cellules eucaryotes, les cellules HeLa ou les cellules
CHO-pgsB618 ont été transfectées avec le plasmide pcDNA-B4GalT7 codant la protéine
sauvage ou mutée. Les cellules ont ét¢ maintenues en culture monocouche a 37°C et a 5% de
CO, dans du milieu DMEM pour les HelLa et F12/DMEM (1:1) pour les CHO-pgsB618,
contenant chacun 10% (v/v) de sérum de veau feetal (SVF, GIBCO-Invitrogen), 1 mM de L-
Glutamine et pénicilline (100 U/ml)/streptomycine (100 mg/ml).

1.1. Transfection transitoire des cellules eucaryotes (HeLa et CHO-pgsB618) avec la
B4GalT7

Les cellules sont ensemencées la veille de la transfection dans des plaques de culture de 6
puits afin d’obtenir une confluence de 70%. Elles sont ensuite transfectées transitoirement
avec le plasmide pcDNA-B4GalT7 sauvage ou muté au moyen d’un agent de transfection a
base de polyéthylénimine (PEI), commercialisé sous le nom d’ExGen 500 (Euromedex,
Souffelweyersheim, France). Un mélange de 2 pg d’ADN et de 15 pul d’ExGen 500 dilués
dans une solution de NaCl (0.9%) est ajouté a chaque puit, selon les recommandations du
fournisseur. Les cellules sont collectées 48 h apres transfection, puis centrifugées dans le
tampon PBS (Phosphate Buffered Saline pH 7.8). Les culots cellulaires sont repris dans du
tampon 5 mM HEPES, 0.25 M saccharose (pH 7.4) puis soniqués pendant 10 secondes sur la
glace (2 x 5 secondes avec un intervalle de 10 secondes). Les homogénats cellulaires obtenus
sont utilisés pour la réalisation des tests d’activité enzymatique et pour I’analyse de

I’expression de la protéine par immunoblot.
2. Expression stable de la décorine dans des cellules CHO-pgsB618

Le vecteur pcDNA-décorine a été transfecté, comme décrit précédemment, dans des cellules
CHO-pgsB618. La G418 ou généticine (4 g/1) a été utilisée pour sélectionner les cellules qui
ont intégré le géne d’intérét dans leur génome. Les colonies résistantes ont €té€ ensuite isolées
et mises en culture. La décorine recombinante excrétée dans le milieu a été purifiée par
chromatographie d’affinité sur des billes magnétiques de nickel. L expression de la protéine
est analysée par SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis)

et immunoblot.
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a. Purification de la décorine par chromatographie d’affinité (Immobilized Metal Affinity
Chromatography, IMAC)

Principe : La technique que nous avons utilisée pour purifier la décorine recombinante
présente dans le milieu de culture est une chromatographie d’affinit¢ de type IMAC. Elle
nécessite I’immobilisation d’un atome de nickel sur une résine, ce métal va établir des liens de

coordination avec les chaines latérales des résidus His (Tag-His) présents sur la décorine.

Protocole de purification : 1a décorine recombinante humaine exprimée de fagon stable dans

les cellules CHO-pgsB618, ¢ét¢ donc purifiée, a partir du milieu de culture, par le kit
« MagneHis Protein Purification System » selon les recommandations du fournisseur. La
décorine purifiée a été analysée par SDS-PAGE puis immunodétection (comme décrit ci-
dessous), en utilisant un anticorps polyclonal anti-décorine, et un anticorps secondaire anti-

IgG de chévre.
1.3 Analyse de ’expression protéique par immunoblot

Séparation des protéines par électrophorése : L’ expression de la protéine recombinante a été

analysée par SDS-PAGE en conditions dénaturantes. Les échantillons ont été dilués (v/v) dans
le tampon de Laemmli (1970) composé de 125 mM Tris-HCI (pH 6.8), 4% (p/v) SDS, 20%
(v/v) glycérol, 10% (p/v) B-mercaptoéthanol, 0.004% (p/v) de bromophénol, et la dénaturation
des protéines est complétée par ébullition pendant 5 min avant dépdt sur gel.

La séparation des protéines se fait parallelement a un marqueur de masse moléculaire (10-250
kDa, Bio-Rad), dans un gel de migration 10% (p/v) acrylamide-bis acrylamide (pH 8.8).

La migration est effectuée dans une mini-cuve (Novex, Paris, France) contenant un tampon de
migration constitué de 200 mM de glycine, 25 mM de Tris-base et de 10 g de SDS, a
ampérage constant de 20 4 30 mA (4 mA/cm” gel).

Transfert des protéines sur membrane de polyvinylidene difluorure (PVDF) et

immunodétection : Apreés migration, les protéines sont transférées sur une membrane de

PVDF en milieu semi-sec, dans un appareil d’¢électrotransfert Trans-Blot (Bio-Rad), sous un
voltage constant de 12 mV pour un gel (2 mV/cm?® gel). Aprés le transfert, la membrane est
saturée pendant 1 h sous agitation dans une solution d’albumine sérique de bovin (ASB) a 3%
(p/v) préparée dans le tampon TBST (7ris Buffer Saline Tween, 150 mM Tris-HCI (pH 8.5),
10 mM NaCl, 0.5% (v/v) Tween 20, 0.02% (p/v) azide de sodium), puis la membrane est

hybridée avec un premier anticorps pendant toute la nuit avant d’étre lavée et hybridée avec
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un anticorps secondaire, anti-IgG couplé a la phosphatase alcaline (Sigma). La protéine

recombinante est révélée par 1’ajout de BCIP/NBT (5-bromo-4-chloro-3-indolyl
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Figure 34. Schéma du protocole de purification de la décorine par le kit MagneHis

Protein Purification System de Promega.
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2. Expression de la 4GalT7 sous forme soluble dans les bactéries BL.21

Les cellules BL21 (DE3) transformées par choc thermique avec le plasmide pET-B4GalT7
sauvage ou muté sont mises en culture dans du milieu LB supplémenté de 100 pg/ml de
kanamycine a 37°C sous agitation (160 rpm) pendant 12 h. La préculture est inoculée a
1/100°™ dans 200 ml de milieu LB-kanamycine puis incubée & 37°C sous agitation (160 rpm)
jusqu’a atteindre une densité¢ optique (DO) a 600 nm comprise entre 0.6 et 0.8 unités.
L’expression de la protéine est alors induite par 1’ajout de 1 mM d’IPTG et les cellules sont
laissées sous agitation (160 rpm) 1¢ h a 20°C. Les bactéries sont centrifugées a 5000 x g
pendant 15 min puis elles sont lavées deux fois a 4°C avec le tampon de lyse (50 mM de
phosphate de sodium (pH 7.4), 1 mM phénylméthylsulfonyfluoride (PMSF), 1 mM d’acide
¢thyléne diamine tétra acétique (EDTA), 5% (v/v) glycérol. Les culots de bactéries obtenus
sont repris dans le tampon de lyse supplémenté d’un cocktail complet d’inhibiteur de
protéases sans EDTA (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) et lysés par
sonication (4 min de sonication a 4°C par pulses de 30 secondes espacées de 30 secondes). Le
lysat de bactéries est centrifugé a 4°C pendant 5 min a 3000 x g pour éliminer les débris
cellulaires puis a 12000 x g pendant 15 min a 4°C afin de séparer les protéines solubles du
matériel insoluble. Le surnageant contenant les protéines solubles a ensuite €té utilisé¢ pour

purifier la f4GalT7.
2.1. Purification de la protéine par chromatographie d’affinité

Principe : La B4GalT7 recombinante humaine a €t¢ exprimée dans les bactéries BL21 en
fusion avec la GST ce qui nous a permis de purifier la protéine GST-B4GalT7 par
chromatographie d’affinité sur une colonne contenant une résine de type Sepharose 4B

glutathion sur laquelle se fixe spécifiquement la GST.

Protocole de purification : Les protéines solubles sont chargées sur la colonne préalablement

équilibrée avec le tampon PBS 1x, et les protéines non fixées sur le glutathion ont été
¢liminées par trois lavages équivalents a dix fois le volume de la matrice. La protéine GST-
B4GalT7 sauvage ou mutée a ¢té ¢luée dans le tampon d’¢lution (50 mM Tris-HCI pH 8, 10
mM glutathion réduit) et les fractions protéiques obtenues ont été analysées par SDS-PAGE
puis coloration du gel au bleu de Coomassie. Les fractions contenant la f4GalT7 sont ensuite

regroupées, puis concentrées par Spectra/Gel © Absorbent (Spectrum Labs). La protéine
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purifiée ainsi obtenue a été alors aliquotée et conservée a -80°C pour une utilisation

ultérieure.
3. Dosage de protéines

Le dosage de protéines totales dans les homogénats de cellules eucaryotes a été réalisé par
dosage colorimétrique selon la méthode de Bradford (1976).

Pour les protéines exprimées dans les bactéries, la concentration en protéines totales a été
déterminée par le kit de dosage de protéines Qubit (Invitrogen), et par la puce a protéine
Agilent (Agilent 2100 bioanalyser, Protein 230 kit Agilent Technologies) pour les protéines
purifiées, selon les recommandations des fournisseurs. Cette technique permet de déterminer

le degré de pureté de la protéine purifiée et sa concentration.
4. Mesure de ’activité enzymatique

Nous avons utilisé deux méthodes pour déterminer 1’activité enzymatique GalT de la protéine
recombinant humaine. La chromatographie liquide haute performance en phase inverse
(CLHP) a été utilisée pour mesurer 1’activité de I’enzyme sauvage ou mutée, exprimée dans
des cellules eucaryotes ou dans des bactéries, en présence d’UDP-Gal comme substrat
donneur et de 4-MOX comme substrat accepteur. Les constantes cinétiques apparentes et
réelles ont été déterminées au moyen de la méme technique. La chromatographie sur couche
mince (CCM) a été utilisée pour I’étude de la spécificité de I’enzyme vis-a-vis des différents

substrats donneurs et des différents substrats accepteurs.
4.1. Mesure de P’activité enzymatique par CLHP en phase inverse

La réaction enzymatique a été réalisée dans un volume de 50 pl en présence de 40 ug
d’homogénat cellulaire (protéines exprimées dans les cellules HeLa), 1 mM d’UDP-Gal, 0.05
uCi UDP[U"C]-Gal, 5 mM de 4-MOX, 100 mM de cacodylate de sodium (pH 7.0) contenant
10 mM d’ions Mn*". Le mélange a été incubé 60 min a 37°C, et la réaction a été arrétée par
I’ajout de 5 pl d’une solution de HCI 6 N. Les essais enzymatiques sont centrifugés a 10,000
x g pendant 10 min a 4°C et les surnageants sont analysés par CLHP en phase inverse grace a
une colonne C18 (4.6 x 150 mm, 4 pm, Waters, Saint-Quentin-en-Yvelines, France) et en
utilisant une chaine de CLHP Waters équipée d’un radiodétecteur Berthold HPLC. La phase

mobile qui nous a permis de séparer le produit de la réaction est composée de 14% (v/v)
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d’acétonitrile (ACN), 0.02% (v/v) de Dl’acide trifluoroacétique (TFA) et 86% (v/v) d’eau
distillée. L activité enzymatique a été déterminée par la mesure de la radioactivité associée au
produit de la réaction par comptage simultané en scintillation liquide (Ultima-Flo, Perkin
Elmer).

L’activité des enzymes purifiées est évaluée comme décrit précédemment, mais en présence
de 200 ng de protéine purifiée et une incubation de 30 min a 37°C. L’activité enzymatique est

déterminée de la méme fagon par CLHP.

4.2. Mesure de ’activité enzymatique par CCM selon la méthode de Bansal et Gessner

(1980)

Afin d’étudier la spécificité de I’enzyme vis-a-vis de ses deux substrats, nous avons incubé la
protéine recombinante a 37°C pendant 60 min dans un volume réactionnel final de 40 pl, en
présence de 5 mM de substrat accepteur 4-MOX, 0.04 mM de substrat donneur UDP-Gal, 0.1
uCi UDP[U'C]-Gal, 10 mM MnCl,, 100 mM de tampon cacodylate de sodium. La réaction
est arrétée par 1’ajout de 40 pl d’éthanol absolu et le surnageant obtenu aprés 10 min de
centrifugation a 10.000 x g a été déposé sur des plaques de gel de silice. Les produits de la
réaction enzymatique ont été séparés par la migration par capillarité dans une cuve fermée
contenant une phase mobile constituée de n-butanol, acétone, acide acétique, ammoniaque, et
d’eau, 35/25/8/1/30 (v/v). En fin de la migration, les plaques sont séchées avant d'étre mises
au contact du film dans une cassette d’exposition et gardées a -80°C, 3 jours environ.
Finalement, les films sont développés et les plaques de silices sont grattées, afin de réaliser un
comptage dans le liquide scintillant Ultima-Gold et de déterminer la radioactivité associée au
produit de la réaction.

Nous avons testé les substrats donneurs de type UDP-glycose : UDP-Gal, UDP-Gle, UDP-
GalNAc, UDP-GIcNAc, UDP-GlcA et UDP-Xyl; et différents substrats accepteurs de type :
4-MO-Xyl (4-MOX), 4-MO-Gal, 4-MO-Glc, 4-MO-GalNAc, 4-MO-GIcNAc, 4-NP-Xyl,
MN-Xyl et MN-Xyl-2P.

5. Détermination des constantes cinétiques Viyax, Km et kcat

Comme nous 1’avons précisé auparavant, la f4GalT7 est une enzyme a deux substrats; Un
substrat donneur, I’UDP-Gal, et un substrat accepteur, le 4AMOX. Dans le but de déterminer
les paramétres enzymatiques de la protéine vis-a-vis des deux substrats, la cinétique

enzymatique a été réalisée dans les conditions standards (comme décrit précédemment) en
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fixant la concentration de I’'un des substrats et en faisant varier celle de 1’autre. Ainsi pour
déterminer les constantes cinétiques de 1’enzyme vis-a-vis du substrat accepteur, la
concentration du substrat donneur a été fixée a 1 mM et celle du substrat accepteur a été
variée de 0 mM-10 mM. De la méme fagon, les constantes cinétiques de I’enzyme vis-a-vis du
substrat donneur ont été¢ déterminées a une concentration fixe de 4-MOX de 5 mM a une

concentration croissante d’UDP-Gal (0 mM-10 mM).
6. Exploitation des données

Nous avons utilisé le logiciel de régression non linéaire Sigma Plot 9.0 (Erkraft, Allemagne)

pour calculer les constantes enzymatiques Vmax Km €t Kear selon 1’équation de Michaelis-

Menten :
V= (Vimax X [S]) / (K + [S])
Ou
v La vitesse initiale de la réaction
K La constante de Michaelis-Menten
S La concentration en substrat
Vinax La vitesse maximale de la réaction enzymatique

La constante catalytique (K.,) de ’enzyme purifiée a été calculée selon 1’équation :
Keat = Vinax/ [P]
Ou [P] correspond a la concentration en protéines.
Pour déterminer la masse molaire de la protéine en g/mol nous avons utilisé¢ le serveur

ExPASy Proteomics Server, Suisse Institute of Bioinformatics.

Nous avons également utilisé 1’équation ci-dessous correspond a un mécanisme de réaction de

type séquentiel afin de déterminer les constantes cinétiques réelles:

Vmax [A][B]

Y = KalBT + Kb[A] + Kia Kb + [A][B]

Ou:

La vitesse initiale de la réaction

Vinax La vitesse maximale de la réaction enzymatique

K, K., du substrat A
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Ky K., du substrat B

K, La constante d’inhibition du substrat A

K La constante d’inhibition du substrat B

Dans cette équation [A] et [B] correspondent respectivement aux concentrations des substrats

donneur et accepteur de la f4GalT7.

Pour I’ensemble des expérimentations, chaque valeur correspond a la moyenne £ SD d’au
moins trois expériences indépendantes réalisées en triple. L’¢étude statistique a été réalisée par
le logiciel GraphPad Prism 5 en appliquant le test d’ANOVA avec la correction de

Bonferonni.
V. EXTRACTION ET ANALYSE DES GAGs PAR INCORPORATION DU [*S]SO;
1. Analyse du taux de biosynthese des GAGs endogénes

Les cellules CHO-pgsB618 préalablement et indépendamment transfectées avec le plasmide
vide (controle négatif) et le plasmide portant le gene codant la protéine sauvage ou mutée ont
été incubées pendant 8 h dans le milieu Fischer supplémenté avec 10 uCi/ml de [*°S]Na,SOs4
(Perkin-Elmer Life Sciences) 48 h aprés transfection. Les PGs ont été extraits et purifiés a
partir du milieu selon le protocole adapté de Ha et al. (2005). La protéine "core" des PGs a été
digérée pendant 3 h a 60°C par I’enzyme papaine fraichement préparée dans un tampon qui
contient 20 mM Na,HPO4, 1 mM EDTA et 5 mM L-Cys (pH 6.8). La digestion a été arrétée
par ébullition pendant 10 min, et la protéine a été précipitée par centrifugation a 8,000 x g
pendant 15 min. Trois volumes d’acétate de potassium 5% (p/v) préparé dans 1’éthanol absolu
ont été ajoutés a un volume de surnageant afin de permettre la précipitation des GAGs toute la
nuit a 4°C. Le précipité a été collecté par centrifugation pendant 30 min a 8,000 x g, puis
resuspendu dans 500 pl de NaCl 0.2 M et centrifugé de nouveau pendant 30 min a 8,000 x g.
Les GAGs se trouvent alors en suspension dans le surnageant; ils ont été précipités a 37°C
pendant deux a trois heures en présence de 100 pg de CS de requin et de 100 ul de chlorure
de cétylpyridinium 5% (CPC), puis collectés par centrifugation a 8,000 x g pendant 30 min.
Le surnageant a été ensuite repris dans 1 volume de NaCl 2.5 M et 5 volumes d’éthanol
absolu et centrifugé pendant 30 min a 8000 x g. Le culot de GAGs purifiés obtenu a enfin été

resuspendu dans le tampon Tris-HCI 0.2 M (pH 8.0) et la radioactivité associée a cet extrait a
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¢té déterminée par comptage dans 4.5 ml du cocktail de scintillation Ultima-Gold (Perkin

Elmer).

2. Analyse des chaines de GAGs synthétisées sur la protéine "core'" de la décorine par

SDS-PAGE et autoradiographie

Les cellules CHO-pgsB618 qui expriment la décorine recombinante humaine de fagon stable
ont été transfectées transitoirement et séparément avec le plasmide pcDNA qui porte le géne
codant pour la B4GalT7 humaine sauvage ou mutée ou avec le plasmide vide. 48 heures apres
transfection, les cellules ont été radiomarquées au [°S]Na,SO, pendant 12 h comme décrit
précédemment. L’analyse des chaines de GAGs néosynthétisées sur la protéine "core" de la
décorine purifiée, a partir du milieu, par chromatographie d’affinité¢ en utilisant des billes
magnétiques de nickel, comme décrit précédemment.

Les PGs radiomarqués purifiés ont ét¢ séparés par SDS-PAGE sur gel a gradient de
polyacrylamide 4-12% (des gels Criterion précoulés, BioRad) parallelement a un marqueur de
masse moléculaire radioactif « Rainbow ™ ["*C] methylated protein molecular weight ». Les
¢chantillons sont portés a ébullition pendant 5 min, en présence d’un agent réducteur, avant
d’étre déposés sur gel. Apres électrophorese, le gel a été fixé dans un mélange composé d’eau
distillée, de méthanol et d’acide acétique: 5/1/1 (v/v), puis incubé a température ambiante,
dans une solution amplificatrice du signal radioactif (Amplify Reagent, Amersham
Biosciences), avant d’étre séché et exposé sur film photographique (Amersham

Hyperfilm™MP, GE Healthcare). Aprés une semaine d’exposition & -20°C a I’abri de la

lumicere, le film est développé par autoradiographie puis scanné.

3. Analyse de D’initiation de la biosynthése des chaines de GAGs sur les xylosides

exogeénes par SDS-PAGE

Les cellules CHO-pgsB618 transfcetées avec la B4GalT7 sauvage ou mutée ou avec le
plasmide vide ont été¢ incubées pendant 12 h dans le milieu Fischer contenant 10 pCi/ml de
[*S]Na,SO;, en présence ou en absence de 4-MOX (5 uM). Le milieu collecté a été déposé
sur une colonne de Sephadex G-50 afin d’éliminer la radioactivité non incorporée, puis les
PGs ont été ¢élués dans deux fractions de 1.5 ml d’eau ultra pure. Les échantillons sont
concentrés au Speed Vac (Avantec), puis portés a ¢bullition pendant 5 min en présence d’un
agent réducteur, avant d’étre déposés sur gel a gradient 4-12% Bis-Tris. La séparation des

GAG:s se fait parallélement au marqueur de masse moléculaire. Le gel ainsi obtenu a été fixé,
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séché, exposé au film photographique et développé par autoradiographie, comme décrit

précédemment.

4. Marquage des cellules CHO-pgsB618 par immunofluorescence indirecte

4.1. Analyse de I’expression des chaines d’HS au niveau de la membrane cellulaire

Les cellules CHO-pgsB618 transfectées avec le plasmide vide, la f4GalT7 sauvage ou mutée
ont été lavées trois fois avec le tampon PBS 1x puis fixées dans une solution de
paraformaldéhyde/PBS 3% (v/v) pendant 20 min a température ambiante. Les cellules sont a
nouveau lavées avec le tampon PBS, avant d’étre incubées en présence de sérum de
chevre/PBS 10% (v/v) pendant 30 min, puis en présence de l’anticorps primaire anti-HS
(dilution 1:50) exprimé dans la souris et dirigé contre les HS humaines (épitope 10E4)
(Seikagaku Corp., Tokyo, Japan). Aprés trois lavages dans le PBS, les cellules sont incubées
avec I’anticorps secondaire anti-IgG de souris couplé a 1’AlexaFluor 488 caractérisé par un
spectre d’émission vert. Apres une derniere série de lavage avec le PBS, nous avons réalis¢ un
marquage des noyaux cellulaires, au moyen d’une solution de Hoechst. Enfin nous avons
réalis¢ le montage des cellules ainsi obtenues, entre lame et lamelle en utilisant le Moviol.
Apreés séchage a 4°C a Dl’abri de la lumiére, nous avons pu observer et analyser les

préparations au microscope a fluorescence (Leica Microsystems, Leica DFC420 C).

4.2. Analyse de D’expression et de la localisation cellulaire de la B4GalT7 par

immunofluorescence indirecte

Afin d’analyser simultanément I’expression de la f4GalT7 recombinante dans les cellules
CHO-pgsB618 transfectées avec I’enzyme sauvage, mutée ou avec le plasmide vide, nous
avons procédé également a un marquage en immunofluorescence indirecte. Les cellules sont
perméabilisées avec le Triton-X100, apres fixation par le paraformaldéhyde comme décrit
précédemment. Nous avons utilisé un anticorps monoclonal primaire anti-Myc qui se fixe
spécifiquement le Tag Myc de la B4GalT7 recombinante. Ensuite les cellules ont été incubées
avec l’anticorps secondaire anti-IgG de souris, conjugué au fluorochrome AlexaFluor 594

selon le protocole expérimental décrit ci-dessus.
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Glycosaminoglycans (GAGs) play a central role in many
pathophysiological events, and exogenous xyloside substrates
of B1,4-galactosyltransferase 7 (B4GalT7), a major enzyme of
GAG biosynthesis, have interesting biomedical applications. To
predict functional peptide regions important for substrate bind-
ing and activity of human B4GalT7, we conducted a phyloge-
netic analysis of the B1,4-galactosyltransferase family and
generated a molecular model using the x-ray structure of Dro-
sophila PAGalT7-UDP as template. Two evolutionary con-
served motifs, '**DVD'®® and 2>'FWGWGREDDE?®, are cen-
tral in the organization of the enzyme active site. This model was
challenged by systematic engineering of point mutations, com-
bined with in vitro and ex vivo functional assays. Investigation
of the kinetic properties of purified recombinant wild-type
B4GalT7 and selected mutants identified Trp?** as a key residue
governing both donor and acceptor substrate binding, Our
results also suggested the involvement of the canonical carbox-
ylate residue Asp??® acting as general base in the reaction cata-
lyzed by human g4GalT7. Importantly, ex vivo functional tests
demonstrated that regulation of GAG synthesis is highly
responsive to modification of these key active site amino acids.
Interestingly, engineering mutants at position 224 allowed us to
modify the affinity and to modulate the specificity of human
B4AGalT7 toward UDP-sugars and xyloside acceptors. Further-
more, the W224H mutant was able to sustain decorin GAG
chain substitution but not GAG synthesis from exogenously
added xyloside. Altogether, this study provides novel insight
into human B4GalT7 active site functional domains, allowing
manipulation of this enzyme critical for the regulation of GAG
synthesis. A better understanding of the mechanism underlying
GAG assembly paves the way toward GAG-based therapeutics.
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Glycosaminoglycans (GAGs),” the polysaccharide chains of
proteoglycans, are distributed at the surface of most cellsand in
extracellular matrices of virtually every tissue. GAGs are impli-
cated as regulators in many biological events related to intra-
cellular signaling, cell-cell interactions, and tissue morphogen-
esis. Thus, the pathophysiological roles of GAGs are highly
diversified, ranging from mechanical support to intricate
effects on various cellular processes such as cell adhesion, dif-
ferentiation, proliferation, and motility (1). These vital func-
tions depend on the interactions of the GAG chains with a
variety of molecules, including growth factors, cytokines, and
their receptors, enzymes, including matrix proteases and coag-
ulation factors as well as extracellular matrix proteins (2).

The biosynthesis of GAG chains, which governs the expres-
sion of these functions, involves the ordered stepwise addition
of a series of monosaccharides derived from UDP-sugars onto
the polypeptide backbone of a proteoglycan through the action
of specific glycosyltransterases (3). This multistep process
starts by the addition of Xyl to a serine residue of the core
protein followed by the addition of two Gal and one GlcUA
to form the tetrasaccharide linkage region (GlcUAB1,3Galf1,
3GalB1,4XylB1) common to most GAGs. This tetrasaccharide
structure serves as a primer for the formation of heparin/hepa-
ran sulfate and chondroitin/dermatan sulfate chains, which is
initiated by the attachment of GlcNAc or GalNAc, respectively.
The glucosaminoglycan (heparin/heparan sulfate) and the
galactosaminoglycan (chondroitin/dermatan sulfate) chains
then assemble by the alternating addition of GlcUA and
GlcNAc or GlcUA and GalNAc, respectively. GAG chains are
further modified by the cooperative action of epimerases and
sulfotransferases that add considerable complexity and func-
tionality to the polysaccharide backbone (4, 5).

The enzyme B4GalT7 (xylosylprotein 1,4-galactosyltrans-
terase, EC 2.4.1.133) catalyzes the transfer of a Gal residue pro-
vided by UDP-a-p-Gal (UDP-Gal) onto Xyl, a key step in the
synthesis of the linkage region of GAG chains (6). Accordingly,
we found that phosphorylation of Xyl, preventing B4GalT7

*The abbreviations used are: GAG, glycosaminoglycan; p4GalT7, B1,4-
galactosyltransferase 7; MN-Xyl, 7-methoxy-2-naphthyl-B-D-xylopyr-
anoside; MN-Xyl-2P, 7-methoxy-2-naphthyl-B-p-xylopyranoside-2-phos-
phate; 4-MUX, 4-methylumbelliferone-S-D-xylopyranoside;  4-NP-Xyl,
4-nitrophenol-B-o-xylopyranoside; BisTris, 2-[bis(2-hydroxyethyl)amino]-
2-(hydroxymethyl)propane-1,3-diol; PDB, Protein Data Bank.
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activity, may act as a key regulatory event in the initiation of
GAG synthesis (7). Furthermore, both in vertebrates and inver-
tebrates, defects in this enzyme, which disrupt GAG synthesis,
result in severe biological consequences. In humans, point
mutations in the BAGALT7 gene are associated with the prog-
eroid form of Ehlers-Danlos syndrome, characterized by aged
appearance, developmental delay, dwarfism, and several con-
nective tissue disorders (8). In the invertebrate Drosophila
melanogaster, a reverse genetic approach proved 34GalT7 to be
essential for viability (9). The structure of the fly protein has
recently been solved by x-ray crystallography (10). In Caenorh-
abditis elegans, defective B4GalT7 provokes serious morpho-
logical abnormalities during embryonic development (11).

Interestingly, the requirement for a Xyl polypeptide as a
starting block to build a GAG chain can be bypassed in vitro and
in vivo by xyloside derivatives consisting of Xyl linked to a
hydrophobic aglycone (12). These xylosides serve as substrates
for f4GalT7, thus promoting initiation and polymerization of
GAG chains. Such GAG precursors hold promise as anti-
thrombotic drugs (13) and anti-amyloid agents (14). On the
other hand, inhibitors of GAG synthesis have been proposed as
chemotherapeutic agents (15-17). Thus, an understanding of
the structure and function of 4GalT7, a pivotal enzyme in
GAG biosynthesis, would represent a major step toward the
development of GAG-based therapeutics.

The B4GalT7 enzyme belongs to the human $1,4-galactosyl-
transferase (84GalT) family, containing seven members that
are involved in the formation of GalB1,4GlcNAc or Gal1,4Glc
linkages in different glycoconjugates and free saccharides (18).
Analysis of their substrate specificity revealed major physiolog-
ical functions and substantial impact in the pathogenesis of
diseases. B4GalT1 (lactose synthase), one of the first glycosyl-
transferases to be cloned and characterized, acts on a nonre-
ducing terminal GleNAc residue as acceptor substrate, whereas
in the presence of a-lactalbumin, the enzyme prefers Gle to
GlcNAc (19). B4GalT2 and B4GalT3 catalyze the formation of
Galp1,4GleNAc bonds in several glycoproteins and specific gly-
colipids. B4GalT5 and p4GalT6 are involved in the synthesis of
lactosylceramide, which plays a major role in the regulation
of cell proliferation, adhesion, migration, and angiogenesis.
Recently, the importance of B4GalT4 in the construction of
keratan sulfate chains, essential in the maintenance of corneal
matrix structure, has been discovered (20). Interestingly, the
P4GalT genes show sequence homology with those coding
for B1,4-N-acetylgalactosaminyltransferases (81,4GalNAcTs),
among them several enzymes are involved in chondroitin sulfate
GAG chains synthesis.

Several short conserved peptide motifs, possibly involved in
the donor- and acceptor-binding sites, have been identified in
the human enzymes and among B4GalT orthologs in various
animal species (21). Interestingly, these motifs are also con-
served between members of the (31,4-glycosyltransferase fam-
ily, including seven [B1,4-galactosyltransferases (31,4GalTs),
two 1,4GalNAcTs, and four chondroitin synthases (19).
Human B4GalT7 presents 73% protein sequence similarity
with its Drosophila ortholog (10), and the seven human
B4GalT proteins exhibit 25-55% sequence homology (19).
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B4GalT7 Key Functional Amino Acids

The B4GalT?7 is the most distant of the seven members of the
B4GalT family (22).

Unlike B4GalT1, which has been subjected to extensive
investigation for more than 20 years, our understanding of the
mechanism of action of human B4GalT7 is limited. To gain
further insight into the structure and function of this enzyme,
we conducted a phylogenetic analysis of $1,4GalTs, which
identified 48 related sequences containing 8 highly conserved
peptide motifs. Using the structural coordinates of Drosoph-
ila BAGalT7, we modeled the human B4GalT7 structure,
predicting that the peptide motifs '**DVD'®" and **'FWG-
WRGEDDE?* are likely to be important for the organization
of the active site. Finally, using site-directed mutagenesis
and a combination of in vitro and ex vivo activity assays, we
analyzed the functional implications of these B4GalT hall-
marks. Our results suggest the involvement of a carboxylate
residue in the reaction catalyzed by human B4GalT7 and
highlight the central function of Trp*** in donor and accep-
tor substrate binding.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Chemicals and Reagents— 4-Methylumbelliferyl-B-p-xy-
lopyranoside (4-MUX), 4-nitrophenol-B-p-xylopyranoside
(4-NP-Xyl), UDP-Gal, UDP-«-p-glucose (UDP-Glc), UDP-a-
p-N-acetylglucosamine (UDP-GlcNAc), UDP-a-p-N-acetyl-
galactosamine (UDP-GalNAc), UDP-a-p-glucuronic acid
(UDP-GlcUA), UDP-a-p-xylose (UDP-Xyl), and anti-mouse
IgG-alkaline phosphatase antibodies were provided from
Sigma. UDP['*C]Gal, UDP[C]GIcUA, UDP[**C]Xyl,
UDP['*C]GalNAc, UDP['“C]GlcNAc, and Na,[S**]SO,
were purchased from PerkinElmer Life Sciences, and
UDP['*C]Glc was from Amersham Biosciences. 7-Methoxy-
2-naphthyl-B-p-xylopyranoside (MN-Xyl) and 7-methoxy-
2-naphthyl- B-p-xylopyranoside-2-phosphate (MN-Xyl-2P)
were synthesized as described previously (7). Anti-Myc anti-
bodies were from Invitrogen. Cell culture media were pro-
vided by Invitrogen. Restriction enzymes and T4 DNA ligase
were from New England Biolabs. The eukaryotic expression
vector pcDNA3.1(+) and competent One Shot® Topl0
Escherichia coli cells were from Invitrogen. The bacterial
expression vector pET-41a(+) and L. coli BL21(DE3) cells
were from Novagen-EMD4Biosciences, and the QuikChange
site-directed mutagenesis kit was from Stratagene.

In Silico Retrieval of B4GalT7 Sequences—Only eukaryote
sequences were considered in this study. Twenty nine B4GalT7
homologous sequences from different animal species were
retrieved from the NCBI Data Bank by PSI-BLAST (24) with
default parameters using B4GT7 HUMAN as seeding se-
quence (25). Other $4GalT7 homologous sequences were
searched (26) through exploration of all genomic and expres-
sion sequence tags available and sequences from general
(NCBL DDB]J, and ENSEMBL) or specialized databases like the
Joint Genome Institute (Department of Energy) for Branchios-
toma floridae, using BLASTN and TBLASTN with default
parameters (e-value cut offat 0.01). Within each animal species,
the expression sequence tag contigs for each new 4GalT7-like
sequence were compiled with CAP3 (23). Splice site prediction
analysis was achieved at the Berkeley Drosophila genome pro-
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ject. The structure of each gene, in terms of exon/intron bound-
aries, was deduced from several nonexclusive strategies as fol-
lows: (i) comparison of the boundaries proposed by Genscan
(MIT Server), (ii) comparison of EST sequences to genomic
assemblages (scaffolds or contigs), and (iii) comparison of pre-
dicted boundaries to those present in known genes. All nucle-
otide sequences allowing generation of a complete protein were
considered, and the assignation of the new sequences to the
B4GalT7 family was defined by the presence of the eight pep-
tide motifs (Fig. 1). The 19 new sequences of B4GalT7 recon-
structed by these approaches were submitted to EMBL with
the following accession numbers: AM231255 Ciona savigny;
AM?231256 Drosophila ananassae; AM231257 Drosophila
erecta; AM231258 Drosophila mojavensis; AM231259 Dro-
sophila sechellia; AM231260 Drosophila simulans; AM231261
Drosophila yakuba; AM231262 Gallus gallus; AM231263 Ory-
zias latipes; AM231264 Pan troglodytes; AM231265 Schisto-
soma mansoni; AM231266 Tetraodon nigroviridis; AM231267
Takifugu rubripes; FN568101 Bos taurus; FN568102 Glossina
morsitans; FN568103 Ovis aries; FN568104 Rana catesbeiana;
FN568105 Sus scrofa; and FN568106 Squalus acanthias.

Phylogenetic Analysis and Sequence Alignment—Multiple
alignments were performed using ClustalW (27) and saved in
Pir format. The Pir alignments were used for the selection of
informative positions by G-Blocks (28). By this computerized
method, 220 informative amino acid positions in eight
G-blocks were selected for the phylogeny analyses. Phylogeny
was carried out with Phylowin® software (29) using pairwise
gap removal, BION], Poisson correction, and 500 bootstrap
replicates.

Molecular Modeling—A molecular model of the catalytic
domain of human B4GalT7 was initially built based on the
structure of monomer A of bovine B4GalT1 complexed with
UDP-Gal (PDB code entry 100R) (31) using Modeler version
8v2(30). The resulting model was then minimized using Amber
simulation program version 8 (32) with 500 iterations of steep-
est descent and 150 of conjugate gradient. Docking of UDP-
Gal-Mn”" molecules in the human $4GalT7 structure was per-
formed manually based on the position of the donor substrate
in the structure of bovine 34GalT1. Charges of the atoms of
UDP-Gal were calculated using the GAUSSIAN94 package (33)
and the HF/6-31 G* basis set. Atom-centered charges were
fitted with the antechamber of Amber 8 software package (32).
Mn** parameters available from the Amber website were used
to build the model of p4GalT7-UDP-Gal-Mn*" complex by
energy minimization (500 iterations of steepest descent and
1500 of conjugate gradient). This model structure was next sol-
vated using an octahedron box. The energy of the water mole-
cules was minimized keeping those of the protein, UDP-Gal
and Mn?", fixed, with 1000 iterations of steepest descent and
1500 of conjugate gradients. Subsequently, the whole system
was submitted to molecular dynamics, by the mean of an equil-
ibration phase of 20 ps allowing the temperature rising from 0
to 300 K followed by a production phase of 600 ps at 300 K. A
molecular model of the catalytic domain of human 4GalT7
was also generated based on the structure of Drosophila
B4GalT7 linked to an N-terminal peptide of bovine p4GalT1
(PDB code entry 3LW6) using Modeler version 8v2 (30). The
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resulting model was then minimized using Amber simulation
program version 11 (34), as described above. Protein sequence
alignments used to generate the models are provided as supple-
mental material F1.

Expression Vector Construction—The human p4GalT7
sequence (GenBank® nucleotide sequence accession number
NM_007255) was cloned by PCR amplification from a placenta
cDNA library (Clontech), as described previously (7). For the
heterologous expression of the human $4GalT7 in mammalian
cell lines, the full-length cDNA sequence was modified by PCR
to include a Kpnl site and a Kozak consensus sequence at the 5
end (5'-CGGTACCACCATGTTCCCCTCGCGGAGGAA-
AGCGGGCGC-3'), and a sequence encoding a Myc tag
(EQKLIEEDL) and an Xbal site at the 3’ end (5'-GTCTAG-
ATCACAGATCCTCTTCAGAGATGAGTTTCTGCTCGC-
TGAATGTGCACCAGGGTTGGC-3'). The modified cDNA
sequence was then subcloned into the Kpnl-Xbal sites of the
eukaryotic expression vector pcDNA3.1(+) to produce
pcDNA-B4GalT7.

For bacterial expression, a truncated form of B4GalT7 was
expressed as a fusion protein with glutathione S-transferase
(GST). The sequence lacking the codons of the first 60 N-ter-
minal amino acids was amplified from the full-length cDNA
using the oligonucleotide sense (5'-CCATGGTCAGGGGAC-
AAGGGCAG-3') and antisense primers (5'-GCGGCCGCTC-
ACCTGAATGTGCACCA-3'), including Ncol and NotlI sites,
respectively, and subcloned into the corresponding sites of
pET-41a(+) to produce the plasmid pET-B4GalT7. Final vec-
tor constructs were sequenced to verify that no errors had been
introduced.

Mutations were constructed using the QuikChange site-di-
rected mutagenesis kit, employing pcDNA-B4GalT7 or pET-
B4GalT7 as template, and sense and antisense primers are
listed in supplemental Table 1. Mutants were systematically
checked by sequencing.

The human decorin ¢DNA sequence (GenBank® accession
number NM_001920.3) was cloned by PCR amplification from
a placenta cDNA library (Clontech) using sense (5-ATGAAG-
GCCACTATCATCCTCCTTCTG-3') and antisense primers
(5'-CTACTTATAGTTTCCGAGTTGAATGGC-3'). For the
heterologous expression of the recombinant decorin in eukary-
otic cells, the full-length cDNA sequence was modified by PCR
to include an AflII site, a Kozak consensus sequence at the 5
end, a sequence encoding a His, tag, and an Xhol site at the 3’
end. This sequence was subcloned into pcDNA3.1(+) to pro-
duce pcDNA-decorinHis.

Heterologous Expression of Wild-type and Mutant B4GalT7
in Enkaryotic Cells—HeLa cells and CHO pgsB-618 cells pur-
chased from the American Type Culture Collection (ATCC)
were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
and F-12/DMEM (1:1), respectively, supplemented with 10%
(v/v) fetal bovine serum (FBS, Invitrogen), penicillin (100 units/
ml)/streptomycin (100 mg/ml), and 1 mMm glutamine.

Wild-type and mutant pcDNA-B4GalT7 plasmids were indi-
vidually transfected into HeLa or CHO pgsB-618 cells grown to
80% confluency, using ExGen 500 reagent (Euromedex, Souffel-
weyersheim, France) according to the manufacturer’s recom-
mendations. The cells were harvested in phosphate-buffered
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saline (PBS) 48 h after transfection and centrifuged for 10 min
at 5,000 X g at 4°C. The pellet was resuspended in 0.25 M
sucrose, 5 mM HEPES buffer (pH 7.4) and sonicated for 5 s.
Protein concentration was determined by the method of Brad-
ford (35) prior to SDS-PAGE or activity analyses. Alternatively,
transfected cells were transferred to labeling medium prior to
GAG extraction, as described below. CHO pgsB-618 cells were
transfected with human pcDNA-decorinHis using geneticin
G-418 (Sigma) for selection of stable transfectants, as described
previously (36), and then used for transient transfection with
wild-type and mutant pcDNA-B4GalT7 plasmids.

Expression and Purification of a Soluble Form of B4GalT7—
To express wild-type and mutant GST-B4GalT7, E. coli
BL21(DE3) cells were transformed with pET-B4GalT7 plas-
mids and selected by kanamycin resistance. Recombinants
were inoculated in fresh Luria-Bertani (LB) medium and incu-
bated at 37 °C on an orbital shaker (160 rpm) overnight. Each
sample was then inoculated into 200 ml of fresh medium at a
ratio of 1:100 and incubated in a shaking incubator at 37 °C
until an absorbance (A4) at 600 nm of 0.6 -0.8 was reached.
Isopropyl B-p-thiogalactopyranoside (Sigma) was then added
to a final concentration of 1 mm, and cells were further cultured
at 20 °C for 16 h. Bacterial cells were collected by centrifugation
and lysed by sonication in buffer containing 50 mm sodium
phosphate (pH 7.4), 1 mm phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 mm
EDTA, 5% (v/v) glycerol, and supplemented with Protease
Inhibitor Mixture tablets (Roche Diagnostics). Cell lysates were
centrifuged for 5 min at 3,000 X g to eliminate cell debris, and
the resulting supernatant was centrifuged 15 min at 12,000 < g.
The supernatant and pellet from this centrifugation were then
subjected to 10% (w/v) SDS-PAGE, and gels were stained with
Coomassie Brilliant Blue. The supernatant from the last centri-
fugation containing soluble proteins was used for affinity chro-
matography purification of GST-B4GalT7 using glutathione-
Sepharose ™ 4B packed columns (GE Healthcare), following
recommendations of the manufacturer, and the amount of
purified protein was quantified using Quant-iT "™ assay kit and
Qubit™ spectrofluorimeter.

Western Blot Analysis—Protein samples from Hela or
CHO pgsB-618 cells transfected with wild-type or mutant
pcDNA-B4GalT7 plasmids were separated on SDS-10% (w/v)
polyacrylamide gels and electrophoretically transferred to
Immobilon-P® polyvinylidene difluoride membranes (Milli-
pore). The blot was developed using monoclonal anti-Myc anti-
bodies and alkaline phosphatase-conjugated anti-mouse IgG as
secondary antibodies, as described previously (37). The amount
of recombinant wild-type and mutant protein expressed in cells
was evaluated from immunoblot analysis using a calibration
curve established with 15-50 ng of recombinant GST-Myc pro-
tein (Pierce) run on the same gel, as described previously (7).
Scanning densitometry was performed using Scion 1.63 Image
software.

Determination of Galactosyltransferase Activity—The in
vitro assay of B4GalT7 activity was performed as described pre-
viously (7). Briefly, reactions were performed in 100 mM sodium
cacodylate buffer (pH 7.0) containing 10 mm MnCl,, 1 mm
UDP-Gal, 0.05 puCi of UDP-[U-"*C]Gal, 5 mm 4-MUX, and 40
pg of total cell protein or 0.2 pg of purified protein. Incubations
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were carried out at 37 °C for 1 h (or 30 min in the case of the
purified protein) in a total volume of 50 pl and terminated by
the addition of 5 ul of 6 N HCL. A reaction without 4-MUX was
used as a control. The incubation mixture was centrifuged at
10,000 X g for 10 min at 4 °C, and the supernatant was analyzed
by HPLC with a reverse phase C,; column (Apollo, 4.6 X 150
mm, 4 pm, Grace Davison Discovery Sciences, Belgium) using a
Waters equipment (Alliance Waters 2695) equipped with a
Berthold FLowStar radioactivity monitor. The mobile phase
was composed of 14% (v/v) acetonitrile and 0.02% (v/v) trifluo-
roacetic acid in water. Radioactivity associated with the reac-
tion product was quantified by scintillation counting using
Ultima Flo™ scintillant mixture (PerkinElmer Life Sciences).

For the determination of glycosyltransferase activity toward
various donor (UDP-Glc, UDP-Xyl, UDP-GlcUA, UDP-GalNAc,
and UDP-GIcNAc) or acceptor substrates (4MU-Glc,
4-MU-GlcNAc, 4-MU-GalNAc, 4-MU-Gal, 4-NP-Xyl, MN-
Xyl, and MN-Xyl-2P), incubations were performed in similar
conditions, and reaction products were separated by thin layer
chromatography as described previously (38, 39). Briefly, fol-
lowing protein precipitation, the supernatant was loaded onto
plates (LK6DF silica gel, 250 mm, Whatman). The plates were
developed with #-butanol, acetone, acetic acid, aqueous ammo-
nia (28% v/v), and water (70:50:18:1.5:60, v/v). The radioactivity
associated with the reaction product was visualized by autora-
diography with X-Omat Kodak film (Sigma) for 3 days. The
silica gel areas of the reaction product were scraped off and
quantified by scintillation counting using Ultima Gold ™" scin-
tillant mixture on an LKB spectrophotometer (Packard Instru-
ment Co.).

Determination of Kinetic Parameters—Kinetic constants K|
and V., or k_, were determined toward 4-MUX as acceptor
substrate by incubating total HeLa cell proteins (40 pg) or puri-
fied GST-B4GalT7 (0.2 pg) with increasing concentrations of
4-MUX (0-10 mm), in the presence of a fixed concentration of
UDP-Gal (1 mm). The kinetic constants K, and V,,_, or k_,,
toward UDP-Gal donor substrate were determined by incubat-
ing cell or purified proteins with increasing concentrations of
UDP-Gal (0-10 mwm), in the presence of a fixed concentration
of4-MUX (5 mm). Kinetic parameters were determined by non-
linear least squares regression analysis of the data fitted to
Michaelis-Menten rate equation using the curve-fitter program
of Sigmaplot 9.0 (Erkraft, Germany).

Analysis of GAG Synthesis by Na,[**S]SO, Incorporation—
To analyze GAG chain synthesis initiated from exogenously
added xyloside, CHO pgsB-618 cells transfected with wild-type,
mutant pcDNA-£4GalT7, or empty vector were incubated for
12 hin Fischer’s medium containing 10 £ Ci/ml Na,[**S]SO, in
the presence or absence of 4-MUX (5 uMm). 1 ml of medium was
applied to a G-50 column to separate nonincorporated radiola-
beled sulfate, and radiolabeled GAGs present in the eluates
were quantified by scintillation counting or resolved by SDS-
PAGE using Criterion Precast gels (4—12% BisTris, Bio-Rad)
and visualized by autoradiography on Amersham Biosciences
Hyperfilm MP. For analysis of GAG chain synthesis on decorin
core protein, CHO pgsB-618 cells stably expressing human re-
combinant decorin were transiently transfected with pcDNA-
B4GalT7 or mutant plasmids and incubated for 12 h in Fischer’s
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medium containing 10 pCi/ml [**S]SO,, as described above.
The recombinant His-tagged decorin was purified from 1 ml of
culture medium using the MagneHis Protein Purification Sys-
tem according to the recommendations of the manufacturer
(Promega). The radiolabeled purified decorin was analyzed by
SDS-PAGE using Criterion Precast gels (4—12% BisTris). After
incubation in H,O/methanol/acetic acid (5:1:1) solution, then
in Amplify reagent (Amersham Biosciences), the gel was dried
and subjected to autoradiography.

For analysis of total GAG synthesis, CHO pgsB-618 cells,
48 h after transfection, were incubated for 8 h in Fischer’s
medium supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum with-
out sulfate containing 10 uCi/ml Na,[**5]SO,, and proteogly-
can extraction was performed as described previously (37).
Briefly, 1 ml of culture medium was collected and treated with
papain (1 mg/ml) for 3 h at 60 °C. The digestion was stopped by
heating at 100 °C for 10 min, and the protein was precipitated
by centrifugation at 8,000 % g for 15 min. Three volumes of 5%
potassium acetate (w/v in absolute ethanol) were added to 1
volume of supernatant, and after mixing, the suspension was
stored overnight at 4°C and then centrifuged for 30 min at
8,000 X g. The precipitate was resuspended in 500 pl of 0.2 M
NaCl and centrifuged for 30 min at 8,000 X g. The supernatant
was incubated for 2—3 h at 37 °C with 100 p! of cetylpyridinium
chloride (5%, w/v) in the presence of 100 pg of shark chon-
droitin sulfate to facilitate GAG precipitation. The precipitate
was collected by centrifugation for 30 min at 8,000 X g and
washed three times in the cetylpyridinium chloride (5%, w/v),
0.2 M NaCl solution and collected by centrifugation for 10 min
at 8,000 % g. The precipitate was dissolved in 200 ul of 2.5 M
NaCl, 5 volumes of ethanol, and centrifuged for 30 min at
10,000 X g and the final precipitate was dissolved in 200 pl of
Tris-HCI (0.2 M, pH 8.0). The radioactivity associated to GAGs
was determined by scintillation counting.

Statistical Analyses—All data are presented as means = S.D.
of three determinations of at least three sets of experiments, For
comparison among multiple groups, one-way analysis of vari-
ance followed by Bonferroni post hoc correction test was used.
Statistical analyses were performed using GraphPad Prism soft-
ware (version 4.0).

RESULTS

To gain insight into potential functional domains of B4GalT7
proteins, we performed a multiple alignment of 54 selected
sequences, including the 48 animal 34GalT7 sequences plus six
human B4GalTs (B4GT1 to B4GT6), taken as an outgroup (Fig.
1). The sequence comparison highlighted a high degree of sim-
ilarity, with eight conserved peptide motifs distributed all along
the alignment and separated by intermotif amino acid stretches
of similar length (Fig. 1). The size of the N-terminal domain
ahead of the first conserved motif was longer in the B4GalT1-6
outgroup compared with the 48 B4GalT7 proteins. Further-
more, 17 positions were identical only in the p4GalT7
sequences (Fig. 1, indicated by #) and less well conserved in the
outgroup, whereas 32 amino acid positions (Fig. 1, indicated
by *) were identical, both in the outgroup and in the B4GalT7
family.
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Highly conserved f4GalT amino acids were present in the
first seven motifs (Fig. 1) but were particularly abundant in
“motif 3" that contains a typical DXD signature sequence
(**3DVD'®% in human B4GalT7) and in “motif 5” containing a
second predicted functional motif **'FWGWGREDDE>*?
(numbered in human B4GalT7). In the crystal structure of
bovine B4GalT1 and Drosophila B4GalT7, these two polypep-
tides have been found to be located in the vicinity of the donor
substrate UDP-Gal that is common to the $4GalT enzymes
(19). Amino acids specific to f4GalT7 sequences are found in
“motif 6” that contains a new Mn® " -binding motif, HXH (10).
“Motif 8” exhibits 5 out of the 9 positions highly conserved in
the B4GalT7 family, including two Cys residues forming a
disulfide bond, as shown in Drosophila (Cys**°~Cys**%, corre-
sponding to Cys*'®~Cys*** in human sequence). In Drosophila
x-ray structure, this motif following an extended j3-sheet has
been suggested to compensate for the absence of the N-termi-
nal region present in bovine B4GalT1, which plays an impor-
tant role in the catalytic activity. Further functional analysis of
human 34GalT7 is required to test this assumption.

Phylogeny of p4GalT Enzymes—To further define the con-
served features of the B4GalT7 family, we performed a phylo-
genetic analysis based on the data available from the various
genome sequencing programs. This approach led to important
insight into the organization of this large glycosyltransferase
family. Fig. 2 shows the phylogenetic tree built with the 54
sequences identified. The p4GalT sequences could be clearly
separated into two main groups, one containing the 48 mem-
bers of the B4GalT7 family and the other containing the six
human B4GalT1- 6 enzymes, which were considered as an out-
group. The vertebrate B4GalT7 branch is robust with high
bootstrap values and constitutes a very homogeneous group in
all vertebrate species from fish to man. As expected, the
sequences of invertebrate $4GalT7 have longer branch lengths
with low bootstrap values. Thus, within the invertebrate
branch, some species do not appear in the expected order, as
seen in the case of H. magnipapillata and B. floridae and uro-
chordata and arthropods branches that are inverted. However,
the topology of the phylogenetic tree shows a good fit with the
expected evolution order. The B4GalT7 protein is probably
present in all metazoa, because it was found in cnidaria, trema-
tods, nematods, arthropods, urochordata, and cephalochor-
data. The enzyme activity of these proteins (EC 2.4.1.133) has
only been experimentally tested in some vertebrates, and in D.
melanogaster and C. elegans, but the presence of the eight
highly conserved peptide motifs distributed at well preserved
distances all along the protein suggests that the other proteins
may also have similar enzyme activities.

Structural Model of Human 34GalT7 Active Site—Although
the structure for human $4GalT7 has not yet been determined,
protein sequence alignment identifies several domains of
homology with bovine B4GalT1 (supplemental Fig. 1), for
which a number of x-ray structures has been established (31,
40). Thus, we initially created a molecular model of human
P4GalT7 using bovine f4GalT1-UDP-Gal-Mn** (PDB entry
code 100R) as template. The modeled active site revealed the
presence of the '**DVD'®® and the **'FWGWGREDDE>*
functional domains (numbered in human B4GalT7) in the
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FIGURE 1. Conserved peptide motifs found in the multiple alignment of the 48 animal $4GalT7 proteins and the human 34GalT 1-6 sequences. Protein
and DNA alignments were performed by ClustalW and saved in Pir format. The Pir alignment was used for the selection of 220 informative positions by
G-blocks. The eight highly conserved peptide motifs were visually defined within the ClustalW alignment of the 220 selected positions. Positions identical at
more than 90% of the sequences are shown as bold white letters on a solid background. Positions identical at more than 50% are shown as black letters on a gray
background. In the bottom line, amino acid positions identical in =90% of all the B4GalT sequences are represented by an asterisk, and positions also identical

at =90%, but only in the B4GalT7 family are represented by a number sign.

vicinity of the donor substrate, UDP-Gal (supplemental Fig. 2).
In supplemental Fig. 2.), panel A shows predicted interactions
between the ***DVD'** motif and UDP-Gal-Mn?*, including a
hydrogen bond between Asp'®® and O3 Gal molecule, and a
coordination bond between the side chain carboxyl group of
Asp'®® and the Mn?" divalent cations. Hydrogen bond forma-
tion between Nel of Trp*** belonging to the **'FWG-
WGREDDE? conserved motif and a f-phosphate oxygen
atom of UDP is highlighted (panel B). We also identified several
amino acid residues of human B4GalT7, other than those
belonging to the functional peptide regions of interest (listed in
supplemental Table 3), which form possible contacts with
UDP-Gal-Mn**, including His** in coordination bonding
with the divalent cations (supplemental Fig, 2).

Because the crystal of Drosophila $4GalT7, which shares
73% protein sequence homology with human B4GalT7 (supple-
mental Fig. 1), was recently solved (10), we next created a
molecular model of the human protein based on this structure.
For this purpose, we used the structural coordinates of the cat-
alytic domain of Drosophila f4GalT7 in complex with UDP
(PDB entry code 3LW6) and proceeded to the docking of UDP-
Gal into the active site of the modeled human protein. As
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shown Fig. 3, the '*DVD'®® and the *'FWGWGREDDE>*®
functional motifs were found in a similar position with regard
to the donor substrate UDP-Gal, when compared with the
model of human B4GalT7 based on bovine B4GalT1. Asp'®®
was in hydrogen bond distance to O3 of the Gal molecule, and a
coordination bonding was predicted between the side chain
carboxyl group of Asp'® and the Mn?" divalent cation (Fig.
3A). Moreover, in addition to the coordination bond between
Ne2 of His**” and Mn*", a coordination bond between N&1
of His>*® and the divalent cation was identified. Indeed,
**’"HVH** corresponds to a new metal-binding motif (10),
which is strictly conserved among 34GalT7 proteins, as shown
by multiple sequence alignment (see Fig. 1). Furthermore, mod-
eling the UDP-Gal-binding site of human $4GalT7 containing
the **'FWGWGREDDE** motif predicted hydrogen bond for-
mation between the Nel of Trp*** and -phosphate oxygen
atom of UDP of the donor substrate molecule and between
Glu??” and the O4 of the Gal moiety (Fig. 3B). Additional bonds
between human 4GalT7 and UDP-Gal were also identified
(listed in supplemental Table 4). As found in Drosophila, Tyr'®*
(corresponding to Tyr*”’) and Arg®® (corresponding to

Arg®®®) were predicted to form a hydrogen bond with an oxy-

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY 37347

1102 ‘L) Aierugad uo "SHND 1e B10°oglmmm Lol papeojumoq



B4GalT7 Key Functional Amino Acids

4 sequences of flAGAIT (CAZy GT 7)
220 selected positions in & G-hlocks
pairwise gap remaval
BIONJ, Poisson cor.
500 bootstraps

1099

CAITTI99 T
0 AAHIY: .
T CBH40227 S.ocanthias
P 002155259 ik
XP (02610451 B floridae

NP 631319 D.melanogaster

XP 002099136 D, yakuba
— XP 001955270 . ananassae.
XP 002073576 D.willistani
XP 001995949 D grimshawi

XPTN2054247 D.varilis
CAITTI91 D.majavensis
CBIMO223 G.morsifans

XP_001653000 4.aegypri
7 XP 001865270 €,
AP 001603688 Novitr
AM_624051 A meflifera
XP 002433968

XP 00194465
XP_YT3612 Tcasianeum

B14GaIT-7
XP_002429945 P

EC 2.4.1.133

I HUMAN
100 1 —_—
human B1,4Gall-1 to -6 TS HUMAN
100 B4GT6 HUMAN

FIGURE 2. Neighbor-joining phylogenetic tree of the 54 p4GalT
sequences, The robustness of the tree branches was tested by bootstrap
calculations from 500 sets of data. Bootstrap values higher than 70% are con-
sidered significant and are reported at the left of each node. The scale bar
represents the number of substitutions per site for a unit branch length.

gen atom of the B-phosphate oxygen atom of UDP. In addition,
we identified potential interactions between Tyr'”” and 02 and
03 of Gal that are not predicted in the case of its counterpart
(Phe'®?) in Drosophila.

In Vitro Characterization of B4GalT7 Mutants Expressed in
Eukaryotic Cells—To address the functional contribution of
two main active site conserved regions of $4GalT7 located in
motif 3 and motif 5, we conducted a systematic site-directed
mutagenesis approach. Individual residues of these two peptide
regions were subjected to conservative and nonconservative
substitutions to generate a library of 21 mutants. In a first set of
experiments, wild-type and mutant f4GalT7 enzymes were
expressed in HeLa cells and tested for in vifro galactosyltrans-
ferase activity using 4-MUX as acceptor substrate. The recom-
binant enzymes were expressed as Myc-tagged proteins, to
quantify the level of expression using recombinant GST-Myc
protein as standard, as described under “Experimental
Procedures”.

In human B4GalT7, the canonical DXD motif (***DVD'¢%)
corresponds to a signature characteristic for many glycosyl-
transferases and other enzymes that use nucleotide substrates
and require a divalent metal ion for activity. To gain insight into
the functional importance of the 'DVD'®® motif in this
enzyme, mutants were engineered in which each residue was
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replaced by Alaand by Glu in the case of Asp'®* and Asp'®”. The
consequences of these mutations were evaluated on the in vitro
galactosyltransferase activity of $4GalT7, and the apparent K,
value of wild-type and mutant enzymes was determined toward
UDP-Gal and 4-MUX. Immunoblot analysis of Hela cells
expressing the mutants showed that they were produced at a
similar level to that of the wild-type protein (Fig. 44 ). The activ-
ity of the recombinant enzymes was normalized to the amount
of expressed protein, and values are presented in Fig. 4B. The
tull-length form of human B4GalT7 exhibited high activity up
to 4 pmol'min~ "“mg protein, although it was undetectable in
mock-transfected cells (Fig. 4B). On the other hand, replace-
ment of each aspartate of the '**DVD'®® motif to Ala com-
pletely abolished the in vitro enzyme activity, emphasizing the
prevalent function of these residues. Interestingly, although
substitution of Asp*®®to Glu did not overcome the loss of activ-
ity observed for the Ala mutant, D165E exhibited up to 47%
activity compared with wild-type enzyme, allowing the deter-
mination of kinetic parameters. The apparent K, values of the
D165E mutant toward UDP-Gal and 4-MUX were about 3.8-
and 5.5-fold, respectively, higher than the wild-type enzyme
(Table 1). These results indicate that the carboxyl side chain of
Glu could replace the negative charge of Asp in position 165, to
some extent, although this modification reduced the affinity of
the enzyme toward both donor and acceptor substrates. Fur-
thermore, substitution of Val'®® by an Ala residue did not pro-
duce significant changes either in activity or in K, values. These
results are in agreement with the structure of Drosophila
B4GalT7 and the modeled human B4GalT7 active sites, indi-
cating that the Val residue does not directly or indirectly inter-
act with UDP-Gal, in contrast to the neighboring Asp of the
163DVD'®® motif (Fig. 34).

In the next series of experiments, we explored the function of
the **'FWGWGREDDE™ region located in motif 5, which
exhibits a high degree of conservation among the human
B4GalT family members, as well as among B4GalT7-related
sequences sampled from distant animal species (see Fig. 1). A
series of mutants exhibiting conservative and nonconservative
substitutions at each position of the peptide motif were engi-
neered, and immunoblot analysis indicated that the mutants
were produced at similar level to that of the wild-type protein in
HeLa cells (Fig. 44). Replacement of the first residue of the
motif, Phe**!, by Ala did not affect the in vitro galactosyltrans-
ferase activity of B4GalT7 (Fig. 4C). However, although this
mutant presented a similar K, value to that of the wild-type
enzyme toward UDP-Gal, the affinity toward 4-MUX was
strongly reduced, as indicated by a 13-fold increase in K,
(Table 1). This result suggests that introduction of Ala at posi-
tion 221 may affect binding of 4-MUX and/or the organization
of the acceptor site but not of the donor substrate-binding site.
On the other hand, the conservative substitution Phe”*" to Tyr
led to a mutant that exhibited a similar activity to that of the
wild-type, with K, values toward acceptor and donor sub-
strates in the same range as f4GalT7 (Table 1), indicating that
Phe and Tyr residues are interchangeable at this position. Con-
cordantly, either Phe or Tyr was found at a position equivalent
to 221 inrelated B4GalT7 sequences (see Fig. 1). The neighbor-
ing Trp*? residue is invariant among all B4GalT sequences
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FIGURE 3. Stereo view of the molecular model of the human $4GalT7 structure in complex with the donor
substrate. The UDP-Gal binding domain was modeled by energy minimization and molecular dynamics cal-
culations based on the structure of Drosophila B4GalT7 complexed with UDP (PDB code 3LW6). Representation
of the interactions of '**DVD'®* and **"HLH*** motifs (4) and of **'FWGWGREDDE**" (B) motifs with UDP-Gal
molecule is shown. The a-carbon trace of the protein is shown in green; UDP-Gal is presented in colored “sticks,”
and Mn? " divalent cation is colored in cyan. The residues of the '**DVD'®%, *’HLH***, and **' FWGWGREDDE**"
motifs are shown as “ball and sticks.” For simplicity, hydrogen atoms and atoms of the protein main chain other
than a-carbons are not shown. Dashed lines indicate the predicted interactions of UDP-Gal-Mn? " with the side
chain of Asp'®®, Asp’®®, His?*?, and His**? residues in A and between the 3-phosphate group of UDP-Gal and
Trp*** and between galactose 04 of UDP-Gal and Asp??7 in B. The atom coordinates are those of the average
structure obtained during the production phase of molecular dynamics calculation, as indicated under “Exper-
imental Procedures.” Figures are drawn with PyMOL molecular visualization system.

analyzed in this study. As shown in Fig. 4C, a sharp drop in
activity was observed upon replacement of this residue by Ala,
whereas the conservative mutation to Phe did not affect the
enzyme activity. Furthermore, the W222F mutation had no sig-
nificant effect on the K, value toward donor or acceptor sub-
strate. Concordantly, the structural model indicates that the
Trp*** residue points out of the catalytic center of f4GalT7.
Substitution of Gly residues with Ala at positions 223 and 225
produced different effects on the in vitro galactosyltransferase
activity of B4GalT7. The G223A mutant was about 40% less
active than the wild-type enzyme (Fig. 4C), and it exhibited over
2-fold increase in apparent K, values toward 4-MUX (Table 1),
whereas the G225A mutant did not display any in vitro activity.

Examination of Drosophila and modeled human S4GalT7
structures highlighted the role of Trp?®” and Trp***, respec-
tively, as a key active site residue, predicted to interact with the
B-phosphate group of the donor substrate (Fig. 3B). Thus, we
generated a series of substitutions at this position and analyzed
the in vitro galactosyltransferase activity of the different recom-
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binant human pB4GalT7 proteins.
Replacement of Trp*** by Ala led to
a completely inactive protein, sug-
gesting that the presence of a Trp is
indeed critical at this position (Fig.
4C). Trp*®* was also converted to
Phe or His to investigate the influ-
ence of the phenyl or imidazole
group of these amino acids, in place
of the indole side chain of Trp.
Replacement of Trp®** by Phe was
able to recover about 9% of the wild-
type enzyme activity, and W224H
activity was about 33% that of
BAGalT7. The very low activity
observed with the W224F mutant
did not allow determination of
kinetic parameters. Characteriza-
tion of the W224H mutant revealed
a 4.4-fold decrease in apparent K,
values toward UDP-Gal together
with a large increase in K|, values
toward the acceptor substrate
4-MUX (Table 1), suggesting that
Trp*** may be involved not only in
donor but also acceptor substrate
interactions. Altogether, mutations
of the N-terminal hydrophobic
amino acids of the *'FWG-
WGREDDE™ motif revealed a
moderate effect of Phe®®!, Trp**,
and Gly** on enzyme properties,
whereas Trp®** appears to play an
essential role in the organization
and function of the catalytic center.

The *'FWGWGREDDE™ motif
contains a stretch of four conserved
acidic amino acid residues
(**’EDDE**). We also investigated
the role of this motif by site-directed mutagenesis and kinetic
analysis of the resulting recombinant enzymes. Substitution of
Glu with Ala at position 227 produced an inactive enzyme, sup-
porting the functional importance of this residue, whereas
replacement by an Asp residue resulted in retention of ~50%
galactosyltransferase activity compared with the wild-type
enzyme (Fig. 4C). Furthermore, evaluation of the kinetic prop-
erties of E227D showed that this mutant displayed similar
apparent K}, values toward both donor and acceptor substrates,
compared with the wild-type enzyme (Table 1). Similarly,
replacement of Asp?® with Ala abolished activity, whereas the
D228E mutant expressed in Hela cells retained about 40%
activity of the wild-type enzyme. This mutant exhibited a K,,,
value toward UDP-Gal similar to the wild-type, whereas an 8.0-
fold increase in apparent K, was observed toward the acceptor
substrate (Table 1). In the x-ray structure of bovine f4GalT1
and of Drosophila B4GalT7, Asp®'® and Asp®'! (equivalent to
Asp®®® in human B4GalT?7) are located in the vicinity of the O4
atom of the xylose acceptor substrate and are suggested toact as
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FIGURE 4. Expression and activity of recombinant wild-type and mutated
BAGalT7 expressed in Hela cells. A, SDS-PAGE and immunoblot analysis of
wild-type and mutant B4GalT7 recombinant proteins probed with anti-Myc
antibodies. 15 ug of total protein were loaded in each lane. Band C, galacto-
syltransferase activity of wild-type and mutant 84GalT7 recombinant en-
zymes. The reaction was performed using 40 ©a of total protein in the pres-
ence of 1 mm UDP-Gal and 0.05 11Ci of UDP[U-'“C]Gal as donor substrate and
5 mm 4-MUX as acceptor substrate, as indicated under “Experimental Proce-
dures.” The amount of expressed B4GalT7 protein was quantified using a
calibration curve established with GST-Myc protein immunostained under
the same conditions. Values are expressed as pmol per min per mg of
Bp4GalT7, and results are the mean = 5.D. of three independent experiments
(%, p < 0.05, versus transfected cells with wild-type B4GalT7 cDNA).

the catalytic base (41). Accordingly, the bulkiness of Glu intro-
duced in place of Asp at position 228 in 4GalT7 may produce
steric hindrance, contributing to the observed increase in K,
value toward 4-MUX. Replacement of the next Asp residue
located at position 229 to either Ala or Glu led to completely
inactive enzymes in vitro, supporting the critical importance of
this residue, although the lack of activity did not allow kinetic
studies to be carried out (Fig. 4C). However, because this resi-
due was not predicted to be located in the vicinity of the donor
substrate, it is not likely to be implicated in direct interactions
with UDP-Gal. By contrast, mutation of Glu®>* to Ala did not
impair enzyme activity and had little impact on K, values
(Table 1), indicating a less important function for the last resi-
due of the *'FWGWGREDDE? peptide region. Although it
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TABLE 1

Apparent dissociation constants of wild-type and mutant B4GalT7
expressed in Hela cells toward UDP-Gal and 4-MUX

Hela cells were transiently transfected with wild-type and mutant pcDNA-
B4GalT7 plasmids, and enzymatic assays were performed on cell lysates using 40 ug
of total protein incubated with increasing concentrations of 4-MUX (0-10 mm) at
a constant concentration of UDP-Gal (1 mam) or with increasing concentrations of
UDP-Gal (0—10 mu) at a constant concentration of 4-MUX (5 mm). Kinetic param-
eters were determined by nonlinear least squares regression analysis of tﬁe data
fitted to the Michaelis-Menten rate equation using Sigmaplot 9.0. The results are
the means + S.D. of three independent assays. ND indicates no kinetic parameters
could be determined using excess acceptor or donor substrate.

Km

Enzyme
UDP-Gal 4-MUX

mM
Wild type 0.31 = 0.07 0.32 £ 0.08
Vie4A 0.48 = 0.10 053 *+0.14
D165E 1.17 +0.13* 1.76 + 0.25*
F221A 0.36 = 0.04 4.22 + 0.40*
F221Y 0.33 = 0.03 0.38 = 0.05
W222A 0.21 = 0.01 ND
W222F 0.45 = 0.05 0.16 = 0.05
G223A 0.45 = 0.06 073 £ 0.10%
W224H 0.07 = 0.01* =4
E227D 0.47 = 0.09 052+ 0.17
D228E 0.47 + 0.08 257+ 0:11*
D230A 0.43 £ 0.03 0.57 + 0.08

*p < 0.05.

was found to be conserved among all B4GalT7 family members,
this Glu residue was replaced by Asp in the p4GalT1-6
enzymes.

Expression, Purification, and Kinetic Properties of p4GalT7
Mutants Expressed in E. coli—In the next series of experiments,
we developed an E. coli expression system devoted to the char-
acterization of purified B4GalT7 mutants. Because the con-
served Trp***, Glu®, and Asp®®® were thought to be important
for substrate binding and/or catalysis, based on structural pre-
dictions and site-directed mutagenesis studies, we conducted
detailed kinetic analyses of point mutants at these positions.
The wild-type f4GalT7 and selected mutants were produced as
truncated fusion proteins lacking the 60 N-terminal amino
acids (including the transmembrane domain and part of the
stem region) linked to GST. The recombinant enzymes were all
purified by affinity chromatography using the same conditions,
and expression levels (about 2.5 mg of protein/liter of culture)
of the mutants were similar to those of the wild-type (Fig. 5).
Kinetic analyses indicated that the wild-type p4GalT7 was
highly active with a k_,, up to 1.5 s~ ' and an efficiency of about
5mm 's~ ' (Table 2). Furthermore, the $4GalT7 enzyme puri-
tied from E. coli cells displayed a K|, value toward either donor
or acceptor substrate in the same range as the membrane-
bound enzyme expressed in HeLa cells (see Table 1). This indi-
cates that expression of the catalytic domain of f4GalT7 with
the GST fusion partner did not substantially affect substrate
binding and catalytic properties of this enzyme.

Structural data combined with our systematic site-directed
mutagenesis study of the 'FWGWGREDDE*" motif sug-
gested a key role of Trp®* in substrate binding, leading us to
determine the kinetic properties of purified 4GalT7 enzyme
modified at this position and to evaluate possible changes in
specificity upon mutation. The W224A and W224F mutants
produced and purified from E. coli cells were inactive, confirm-
ing the functional importance of the conserved Trp*** residue.
It is noteworthy that the purified W224H mutant displayed a
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dramatic change in kinetic behavior compared with the wild-
type B4GalT7 enzyme, characterized by a large increase in
affinity toward the donor substrate UDP-Gal (15 times lower
K, value) as indicated in Table 2. Because the k_,, value for this
mutant was reduced, the efficiency of the wild-type enzyme and
of the W224H mutant were in the same range (about 5 mm !
s '). On the other hand, the affinity of the purified W224H
mutant toward 4-MUX was reduced to such an extent that
kinetic parameters toward the acceptor substrate could not be
determined.

We next examined whether substitution of Trp at position
224 with His may affect the specificity of B4GalT7 toward
either donor or acceptor substrates. To that aim, the activity of

F227A
FIGURE 5. Expression and purification of wild-type and mutated p4GalT7

E227D N22RA N228E

expressed as GST fusion proteins in E. coli. The wild-type 84GalT7, Trp??%,

Glu*?, and Asp*® mutants were expressed in E. coli and purified by glutathi-
one-Sepharose™ 4B affinity chromatography, as described under “Experi-
mental Procedures.” Proteins were analyzed by SDS-PAGE on 10% acrylamide
gels and stained with Coomassie Brilliant Blue. For each mutant, shown from
left to right, cell lysate from uninduced and isopropyl B-b-thiogalactopyrano-
side (IPTG)-induced bacteria (L, 25 pg), soluble protein from isopropyl g-o-
thiogalactopyranoside-induced bacteria (S, 12 pg), and purified fusion pro-
tein (P, 3 g) are shown. The molecular mass markers are shown in the 1stlane
of each gel.

TABLE 2

B4GalT7 Key Functional Amino Acids

purified enzymes was first determined toward a series of UDP-
sugar analogs, i.e. UDP-Gal, UDP-Glc, UDP-Xyl, UDP-GlcUA,
UDP-GalNAc, and UDP-GleNAc. The wild-type p4GalT7 was
able to catalyze the transfer of Glc and Xyl from the corre-
sponding donor substrate onto 4-MUX, although with lower
activity (11- and 27-fold, respectively) compared with its galac-
tosyltransferase activity (Fig. 64). As expected from kinetic
studies, the W224H mutant exhibited a large decrease in galac-
tosyltransferase activity compared with wild-type (about 10
times). Notably, activity of this mutant was undetectable
toward UDP-Glc and UDP-Xyl. The bulkier UDP-sugars, i.e.
UDP-GlcUA, UDP-GalNAc, and UDP-GleNAc did not serve as
donor substrate for the wild-type enzyme or the W224H
mutant (data not shown). These findings indicate that we engi-
neered a W224H variant of B4GalT7 that displays a large
increase in affinity toward UDP-Gal compared with the wild-
type enzyme and shows no detectable activity toward other
UDP-sugars.

Furthermore, we analyzed the specificity of wild-type and
W224H mutant toward a series of potential acceptor mole-
cules. The wild-type 84GalT7 was inactive toward glycoside
derivatives of 4-MU (ie. 4-MU-GalNAc, 4-MU-GlcNAc,
4-MU-Gle, 4-MU-GlcUA, and 4-MU-Gal) tested as acceptor
substrates, indicating a strict selectivity toward the xyloside
4-MUX, in agreement with the critical role of this enzyme in
GAG chain synthesis (data not shown). As wild-type B4GalT7,
the W224H mutant was only active toward 4-MUX. This
prompted us to determine the activity of B4GalT7 and the
W224H mutant toward xyloside analogs linked to various agly-
cone moieties. As shown in Fig. 6B, wild-type B4GalT7 exhib-
ited higher activity toward MN-Xyl compared with 4-MUX and
4-NP-Xyl and was inactive toward MN-Xyl-2P. The use of a
purified form of f4GalT7 showed that the presence of a phos-
phate group at the position 2 of a xyloside substrate (MN-Xyl-
2P) precludes galactosyltransferase activity, in agreement with
our previous data (7). Remarkably, the W224H mutant dis-
played a different substrate profile compared with the wild-type
enzyme. Indeed, this mutant exhibited a higher activity toward
4-MUX than for MN-Xyl (Fig. 6B). These results suggest that
the side chain of Trp*** interacts with the aglycone component
of the acceptor substrate and that its mutation to His modifies
this interaction. These results support the idea that Trp***isa

Steady-state kinetic parameters of wild-type and 34GalT7 mutants purified from E. coli

Kinetic parameters toward donor and acceptor substrates were evaluated from initial velocity values of the reaction using 0.2 pg of purified GST-B4GalT7 protein at a
constant amount of 4-MUX (5 mu) in the presence of increasing concentrations of UDP-Gal (010 mum) or increasing concentrations of 4-MUX {0—10 mm) in the presence
of a fixed concentration of UDP-Gal (1 mm). Kinetic parameters were determined by nonlinear least squares regression analysis of the data fitted to Michaelis-Menten rate
equation using Sigmaplot 9.0. The results are the mean values of three independent determinations = 5.D. on assays performed in triplicate. ND indicates no kinetic
parameters could be determined using excess acceptor or donor substrate and greater than 0.5 pug of enzyme.

UDP-Gal 4-MUX
Enzyme = = =
Kin Kear Kegt/ Ko Ko Keat Koot/ Ko
mM 5 mat st M st ma st
B4GalT7 0.28 £ 0.13 152 + 0.52 543 0.33 = 0.03 179 £ 0.10 542
W224A
W224F ND ND ND ND
W224H 0.02 * 0.01* 0.10 = 0.08* 5.00 ND ND
E227A ND ND ND
E227D 0.10 = 0.01 046 = 0.06* 4.6 0.74 = 0.31 0.13 + 0.03* 0.17
D228A ND ND ND
D228E ND ND ND ND
*p < 0.05.
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FIGURE 6. Specificity of wild-type [34GalT7 and the W224H mutant puri-
fied from E. coli. Activity of purified wild-type (WT) and mutant enzymes was
evaluated in standard conditions using 5 mm acceptor substrate and 0.04 mm
UDP-sugar {0.06 pCi o‘fUDPf[Uf”C]sugar} donor substrate in the presence of
0.2 g of purified protein. The reaction products were separated by thin layer
chromatography, visualized by autoradiography (shown in inset), and quan-
tified by scintillation counting. The rate values are the means of three exper-
iments. A, activity of wild-type B4GalT7 and the W224H mutant toward vari-
ous UDP-sugars and 4-MUX as acceptor substrate; B, activity of wild-type
B4GalT7 and the W224H mutant toward various xyloside derivatives using
UDP-Gal as donor substrate. Results are the means + S.D. of three assays on
two independent experiments. B, ¥, p < 0.05, versus activity toward 4-MUX.

key residue for donor but also acceptor substrate binding and
that substitution of this residue with His is able to modulate the
specificity of $4GalT7 toward acceptor xyloside molecules.
The mechanism of most inverting glycosyltransferases
requires one acidic amino acid that activates the acceptor
hydroxyl group by deprotonation (42). In Drosophila f4GalT7,
Asp®'! (equivalent to Asp**® in human $4GalT7) has been sug-
gested to act as the catalytic base (10). In bovine B4GalT1,
Asp®"® and possibly Glu™” (equivalent to Asp™* and Glu**” in
human B4GalT7) have been proposed as possible candidates to
play such arole (40,41). On the other hand, Glu®'” has also been
suggested to interact with the Gal residue of the nucleotide
sugar donor substrate (41). To further define the role of these
carboxylate residues in f4GalT7, Glu®™” and Asp**® were sub-
jected to conservative and nonconservative substitutions, and
the resulting recombinant proteins were purified from the
E. coli expression system, as was the wild-type protein (Fig. 5).
Replacement of Glu®™ with Ala yielded an inactive enzyme,

37352 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

whereas E227D displayed detectable activity. Determination of
the kinetic parameters of this mutant revealed about a 3-fold
decrease in k_,, value with no modification in affinity, as evi-
denced by no significant change in K, toward donor or accep-
tor substrates.

We next examined the activity of recombinant Asp
mutants expressed and purified from E. coli. Replacement of
this residue with Ala resulted in a complete loss of activity for
the purified enzyme. Although a residual activity could be
detected for the D228E mutant (data not shown), the high K,
value toward 4-MUX did not allow determination of kinetic
parameters. This result highlighted the functional importance
of Asp™®® and indicates that the conservative mutation to Glu
also severely affected enzyme activity. Altogether, this set of
data confirms that the presence of these acidic residues is essen-
tial at the catalytic center.

Effect of Trp***, Glu?", and Asp®®® Mutations on ex Vivo
Galactosyltransferase Activity of B4GalT7 toward 4-MUX—
We next designed a series of analyses to determine whether
Trp**, Glu**, and Asp™® residues were important for func-
tionality ex vivo. For this purpose, CHO pgsB-618 cells, defec-
tive in galactosyltransferase activity and exhibiting dramatically
impaired GAG synthesis (43), were transfected with wild-type
and mutant f4GalT7 cDNAs. In the first instance, we evaluated
the capacity of the recombinant wild-type and mutant enzymes
to prime GAG chain synthesis on the exogenous B-p-xyloside,
4-MUY, in deficient cells. For this purpose, [**S]50, incorpo-
ration into GAG chains assembled onto 4-MUX was quantified
by liquid scintillation counting, and radiolabeled GAGs were
subjected to SDS-PAGE analysis. Results shown in Fig. 74 indi-
cate that expression of wild-type $4GalT7 in CHO pgsB-618
cells was able to promote GAG chain synthesis from 4-MUX ex
vivo, as indicated by a 7.5-fold increase in sulfate incorporation
compared with untreated or mock-transfected cells. In confir-
mation of this finding, SDS-PAGE analysis revealed the pres-
ence of radiolabeled GAG chains in B4GalT7-transfected cells
upon treatment with 4-MUX, whereas no radioactivity could be
detected in mock-transfected cells or when addition of the xylo-
side was omitted (Fig. 7B).

To test the functional importance of the Trp*** residue in
this ex vivo model system, we evaluated the ability of the
B4GalT7 mutated at this position to initiate GAG synthesis
from 4-MUX in CHO pgsB-618 cells. As expected, W224A and
W224F mutants that were inactive or exhibited low in vitro
activity failed to prime GAG synthesis in deficient cells (Fig. 7, A
and B). Interestingly, sulfate incorporation as well as SDS-
PAGE analysis of GAG chains in B4GalT7-deficient CHO
pgsB-618 cells transfected with W224H showed that this
mutant did not initiate GAG synthesis from 4-MUX ex vivo.
Although this mutant exhibited in vitro activity, this observa-
tion is consistent with the large increase in the affinity of
B4GalT7 toward the acceptor substrate 4-MUX.

We also compared the consequences of mutating the Glu®*”
and Asp®®® residues on B4GalT7 galactosyltransferase toward
4-MUX in the ex vivo and in vitro model systems. In agreement
with in vitro studies, the inactive E227A and D228A mutants
were not able to prime GAG synthesis in f4GalT7-deficient
cells, confirming that these residues are essential for the func-
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FIGURE 7. Effect of wild-type and mutated [34GalT7 expression on GAG synthesis initiated from 4-MUX or
on decorin core protein in CHO pgsB-618 cells. For GAG analysis initiated from exogenous xyloside, cells
were transiently transfected with wild-type (WT) or mutated p4GalT7 cDNA or mock-transfected (empty vec-
tor) and then incubated in medium containing [*°5]50, in the presence (+) or absence (—) of 4-MUX (5 ym) for
12 h prior to GAG analysis. A, 1 ml of medium was applied to a G-50 column to separate nonincorporated
radiolabeled sulfur, and radiolabeled GAGs present in the eluates were quantified by scintillation counting.
Results are the mean = 5.D. of three separate experiments; *, p < 0.05, versus untreated; 8, radiolabeled GAG
chains were resolved by gel electrophoresis and visualized by autoradiography. C, CHO pgsB-618 cells stably
expressing the recombinant human His-tagged decorin were transiently transfected with wild-type or mutant
BA4GalT7 cDNA, or mock-transfected, and incubated in the presence of [°5]S0, for 12 h prior to analysis.
His-tagged decorin was purified on nickel column, analyzed by SDS-PAGE, and radiolabeled sulfated GAG
chain of the recombinant protein was visualized by autoradiography.

tion of this enzyme (Fig. 74). On the other hand, results
indicated that expression of the mutant in which Glu
converted to Asp produced a 2-fold increase in sulfate incorpo-
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ration in the culture medium of
transfected cells upon addition of
4-MUX (Fig. 7A). As expected,
radiolabeled GAGs could be
detected by SDS-PAGE analysis in
cells transfected by the E227D
mutant, although the rate of sulfate
incorporation was lower than that
produced upon wild-type enzyme
expression. Furthermore, substitu-
tion of Asp™® with Glu, which
strongly impaired in vitro activity,
led to a mutant that was not able to
prime GAG synthesis ex vivo. Alto-
gether, these ex vivo studies are in
good agreement with the in vitro
findings showing the functional
importance of these two carboxy-
late residues for the function of
B4GalT7.

Effect of Trp®** Mutations on ex
Vivo Initiation of GAG Chain Syn-
thesis onto the Core Protein of
Decorin—We compared the capac-
ity of wild-type and Trp®** mutants
to assemble GAG chain synthesis
onto the core protein of decorin,
taken as a model proteoglycan. For
this purpose, a His-tagged form
of human decorin was stably
expressed in CHO pgsB-618 cells
defective in B4GalT7. This cell line
was transiently transfected with
wild-type and Trp®** substitution
forms of B4GalT7, and the recombi-
nant decorin was purified by nickel
chelating chromatography from the
culture medium following GAG
chain labeling by sulfate incorpora-
tion. Gel electrophoresis of purified
material from cells expressing wild-
type 34GalT7 showed the presence
of a GAG-substituted form of
decorin migrating as a polydisperse
smear centered at about 70 kDa,
whereas mock-transfected cells
showed no radiolabeling in agree-
ment with the absence of GAG
substitution in the B4GalT7-de-
ficient cell line (Fig. 7C). When the
W224A-substituted B4GalT7 cDNA
was transfected into the cell
line stably expressing recombinant
decorin, no sulfated GAG chains
could be detected. [**S]SO, labeling

of decorin was also low when cells were transfected with the
W224F mutant, whereas expression of W224H led to a profile
of decorin GAG sulfation that was comparable with that of
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FIGURE 8. Effect of wild-type and mutated [34GalT7 expression on total
proteoglycan synthesisin CHO pgsB-618 cells. Cells were transiently trans-
fected with wild-type or mutated B4GalT7 cDNAs or mock-transfected
(empty vector) for 48 hand placed in [*°S]S0; labeling medium 8 h priorto
proteoglycan extraction and GAG quantification, as described under
“Experimental Procedures.” Results are expressed as the ratio of radioac-
tivity associated with GAGs extracted from wild-type or mutated 4GalT7
transfected cells on radioactivity associated with GAGs extracted from
mock-transfected cells. The results are the mean values = S.D. of at least
three independent experiments each performed in triplicate. *, p < 0.05,
versus mock-transfected.

wild-type B4GalT7 (Fig. 7C). These results corroborated the
importance of Trp at position 224 and indicate that replace-
ment of Trp®** with Phe or His yielded enzymes that were able
to sustain GAG chain substitution in B4Gal T7-deficient cells.
Effect of Wild-type and Mutant 34GalT7 Expression on GAG
Synthesis ex Vivo—In a final set of experiments, we established
the activity profile of the library of B4GalT7 mutants in the ex
vivo model system and compared it with their in vitro activity.
For this purpose, we determined the capacity of wild-type and
mutated 4GalT7 enzymes to restore GAG synthesis in defec-
tive CHO pgsB-618 cells, by radioactive sulfate incorporation.
As shown in Fig. 8, transfection of CHO pgsB-618 cells with
wild-type B4GalT7 cDNA was able to restore GAG synthesis,
producing up to a 5-fold increase in the rate of [**S]SO, incor-
poration, compared with mock-transfected cells. Examination
of the consequences of mutations within the '**DVD*** motif
indicated that expression of the mutants in which the Asp res-
idues were converted to Ala did not produce a significant
increase in sulfate incorporation compared with mock-trans-
fected cells (=2-fold). Similarly, the D163E mutant (inactive in
vitro) was not able to support GAG synthesis when expressed in
CHO-deficient cells (Fig. 8). By contrast, the GAG synthesis
rate following expression of D165E was in the same range as the
wild-type enzyme, indicating that Glu at this position was able
to sustain significant activity, both in vitro and ex vivo. Further-
more, substitution of Val'®* with Ala, which did not affect in
vitro B4GalT7 activity, resulted in a mutant enzyme able to
increase GAG synthesis in defective cells, to about the same
extent as that observed for the wild type. Altogether, these GAG

37354 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

synthesis studies are in agreement with our in vitro findings
showing the functional importance of both Asp residues of the
183DVD'®® motif. Furthermore, in agreement with the in vitro
assays, our results indicate that substitution of Asp with Glu at
position 165, but not position 163, yielded an enzyme able to
restore GAG synthesis, as the wild-type enzyme in B4GalT7-
deficient cells.

The consequences of mutations within the Z'FWGWG-
REDDE* motif on GAG synthesis were next investigated in
CHO pgsB-618-defective cells. Expression of the F221A
mutant did not induce a significant increase in the rate of
[**S]SO, incorporation, compared with mock-transfected cells
(Fig. 8), indicating that this nonconservative mutation exerts a
more severe effect on total GAG synthesis than on in vitro
galactosyltransferase activity toward the exogenous xyloside
4-MUX. On the other hand, the conservative change of Phe***
to Tyr resulted in an enzyme that was able to restore significant
GAG synthesis in deficient cells, concordant with the in vitro
properties of this mutant. The nonconservative mutation of the
neighboring Trp*** residue to Ala led to reduction of in vitro
enzyme activity, as well as GAG synthesis ex vivo (Fig. 8). Fur-
thermore, the W222F mutant was not able to restore GAG syn-
thesis, although this conservative mutation at position 222 did
not affect in vitro galactosyltransferase activity toward 4-MUX.

Investigation of the in vitro kinetic properties of several
mutants of Trp at position 224 suggested a key role for this
residue that is located at a strategic position in the p4GalT7
active site. In agreement with the lack or very low galactosyl-
transferase activity of W224A and W224F, these mutants were
not able to restore GAG synthesis when transfected in
B4GalT7-deficient cells (Fig. 8). Expression of the W224H
mutant did not significantly increase the rate of [**S]SO, incor-
poration, compared with mock-transfected cells. The low activ-
ity of this mutant appears to be unable to restore the production
of significant amounts of total GAGs, but this activity was suf-
ficient to initiate some glycanation of specific proteoglycans,
such as decorin, as indicated above. Altogether, analysis of the
consequences of substituting Trp*®* on GAG synthesis in
defective cells supports a key functional role of this residue.

The effects of expression of Ala mutants of Gly*** or Gly***
that surround Trp*** to form a short flexible loop were also
examined. Substitution of Gly*** with Ala, which moderately
impaired in vitro activity toward 4-MUX, produced a more
important effect ex vivo, because this mutant was unable to
promote GAG synthesis upon transfection in deficient cells
(Fig. 8). This observation may be explained by the presence of
the bulky side chain of Ala compared with Gly that may be
tolerated in the presence of a small acceptor exogenous xylo-
side, but not when the glycopeptide primer of proteoglycans is
the substrate. On the other hand, G225A, which was inactive
toward 4-MUX in vitro and ex vivo (data not shown), was able to
restore GAG synthesis when expressed in CHO pgsB-618 cells,
although less than the wild-type protein. These results indicate
that mutation of Gly to Ala at position 225 affects binding of
4-MUX more than that of the core protein of proteoglycans. In
agreement, we found that this mutant was able to initiate
decorin glycanation ex vivo (data not shown). However, more
information on the organization of the acceptor binding site
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based on the three-dimensional structure of $4GalT7 in com-
plex with xyloside substrate is required to propose a structure-
based explanation of the effects of these mutations.

Examination of the consequences of the mutations of the
C-terminal acidic area of the **'FWGWGREDDE>* motif
indicated that mutation of Glu?*” to Ala abolished not only i
vitro but also ex vivo f4GalT7 activity (Fig. 8). Furthermore,
transfection of the E227D mutant, which exhibited a reduced in
vitro galactosyltransferase activity compared with wild-type
pB4GalT7, was not able to promote GAG synthesis in CHO-
defective cells. Mutation of Asp™* to Ala strongly impaired ex
vivo GAG synthetic activity of B4GalT7, whereas transfection
of the D228E mutant restored GAG synthesis in deficient cells
to the same rate as the wild-type enzyme. On the other hand,
examination of the activity of nonconservative or conservative
mutations of Asp**” in GAG biosynthesis led to unexpected
results. Whereas D229A and D229E mutants were found com-
pletely devoid of in vitro galactosyltransferase activity, both
mutants were able to produce an increase in GAG synthesis up
to that of the wild-type enzyme in deficient cells. A possible
explanation for this discrepancy would be that mutations at this
position affect binding of the aglycone part of the exogenous
xyloside 4-MUX but not of the core protein of proteoglycans,
which may involve additional interactions with B4GalT7
enzyme. In agreement with this hypothesis, we found that both
mutants were unable to prime GAG synthesis from 4-MUX ex
vivo but were able to sustain decorin glycanation (data not
shown). However, elucidation of the three-dimensional organi-
zation of the acceptor substrate-binding site is required to pre-
cisely define the role of Asp>*. Finally, mutation of Glu>*, the
last residue of the motif, to Ala did not impair GAG synthetic
activity, consistent with the effect of this mutation observed on
galactosyltransferase activity in vitro.

DISCUSSION

The role of GAGs in a wide range of biological processes has
led to considerable interest in understanding the properties of
the glycosyltransferases involved in their biosynthesis.
PB4GalT?7 is essential for the formation of the tetrasaccharide
linkage region that initiates both glucosamino- and galac-
tosaminoglycan synthesis (6); it therefore plays a key role in the
early steps of GAG chain formation built on cellular and extra-
cellular proteoglycans. B4GalT7 has also received much atten-
tion because it is able to prime GAG chains from exogenous
B-D-xylosides. These compounds have been widely employed
for examining the contribution of proteoglycans to biological
processes and are currently attracting interest as potential
drugs (12, 16, 17).

Here, we have focused on the organization of the functional
peptide regions of human B4GalT7 and the mechanisms of Gal
transfer from the UDP-Gal donor substrate onto the Xyl resi-
due of exogenous xylosides and of the glycopeptide primer of
GAG chains of proteoglycans. To pinpoint potential domains
invelved in substrate recognition and/or catalysis, we carried
out a phylogenetic analysis of the family combined with molec-
ular modeling of the active site of human 4GalT7, based on the
crystal structure available for Drosophila B4GalT7 (10). The
three-dimensional structure of bovine B4GalT1 complexed
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with UDP-Gal was also considered (31). The canonical motifs,
163VDS and 2'FWGWGEDDE* were subjected to sys-
tematic site-directed mutagenesis, and we assessed the func-
tional consequences of these in two model systems designed to
assess in vitro kinetic properties and GAG synthesis ex vivo. For
the latter, decorin was chosen as the model core protein as it is
a member of the small leucine-rich proteoglycan family and an
important constituent of interstitial extracellular matrices (44).
Decorin is covalently linked with one GAG chain of the chon-
droitin/dermatan sulfate type, and previous reports showed
that genetic defects of B4GalT7 activity affect decorin glycana-
tion with severe clinical consequences linked to the progeroid
form of Ehlers-Danlos syndrome (45).

Multiple alignment of 48 sequences of f4GalT7 plus the 6
human B4GalT1 to f4GalTé6 highlighted the presence of eight
conserved motifs. Among those, motifs 3 and 5 contain two
functional domains, i.e. the '**DVD'%® canonical motif of many
glycosyltransferases and the *'FWGWGREDDE*" domain
corresponding to the so-called B4GT motif (46). The latter
domain encompasses an Asp/Glu catalytic dicarboxylate found
in many glycosyltransferases (47, 48). Our investigations
showed the functional importance of both aspartate residues of
the '**DVD'®® domain. In this respect, f4GalT7 exhibits typi-
cal features of glycosyltransferases of the GTA-fold group that
require Mn®" as cofactor, in which a three-residue motif Asp-
Xaa-Asp participates in metal ion binding (42). Examination of
the organization of human B4GalT7 active site revealed that
Asp'®® (as its counterpart Asp'*” in Drosophila and Asp™* in
bovine B4GalT1) is in a position to establish a coordination
bond with the divalent metal cation, and we could demonstrate
that replacing this residue with Glu maintains some of this
function. By contrast, the longer side chain of Glu at position
163, when substituted to Asp, is not in a favorable position to
provide interactions with the Gal unit of the donor substrate, as
proposed for Asp'®? in the modeled organization of the human
B4GalT7 donor-binding site. Furthermore, the Val'®* to Ala
substitution did not affect 34GalT7 activity and led to a mutant
enzyme able to restore GAG synthesis in deficient cells to a
similar extent as that observed for the wild-type enzyme, indi-
cating that this residue does not play a prevalent role in UDP-
Gal binding, This result is in agreement with the proposed loca-
tion of this Val residue in the structure of the Drosophila and
the modeled human 34GalT7, pointing out of the donor-bind-
ing site. Altogether, we show that the structure of the
1S3DVD® motif of B4GalT?7 is similar to that of glycosyltrans-
ferases of the GT-A fold group in which the first acidic residue
of the sequence interacts directly with the sugar donor and the
second acidic residue coordinates the metal divalent cation
(21).

The conserved **'FWGWGREDDE** peptide region can be
divided in two subdomains with an N-terminal part consisting
of five hydrophobic residues located in a flexible loop and a
C-terminal part containing a stretch of acidic amino acids
belonging to an a-helix. Conservative and nonconservative
substitutions at Phe**" and Trp*** produced only a moderate
impairment of enzyme activity and function and did not change
the K, value toward the donor substrate. Our results suggest
that these residues are not directly involved in UDP-Gal bind-
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ing, in agreement with their position out the donor substrate
binding pocket of the modeled human B4GalT7. Thus, the fact
that these residues are highly conserved may indicate a role in
maintaining the structural integrity of the f4GalT?7 active site.
Examination of the consequences of mutating Trp®** con-
firmed that this residue holds key functional importance in
B4GalT7. Substitution with Ala resulted in a completely inac-
tive enzyme. No galactosyltransferase activity could be detected
when W224A was expressed in eukaryotic cells or when pro-
duced and purified from recombinant E. coli. Similarly, expres-
sion of this mutant was not able to restore GAG synthesis and
decorin glycanation in f4GalT7-deficient CHO pgsB-618 cells.
Replacement of the large Trp side chain by Phe, a smaller aro-
matic residue, was able to restore in vitro activity to a minor
extent, and the low level of activity displayed by the W224F
mutant did not allow kinetic parameters to be determined. A
most striking finding of this study was revealed by analyzing the
consequences of mutating Trp*** to His, both on activity and
specificity of f4GalT7. Indeed, this substitution produced an
enzyme exhibiting a 4.4-fold decrease in K, value toward UDP-
Gal compared with the wild-type enzyme whose affinity toward
acceptor 4-MUX was strongly impaired. Characterization of
the properties of the purified W224H mutant confirmed a large
increase in affinity and showed enhanced selectivity toward
UDP-Gal. Furthermore, we showed that the acceptor specific-
ity profile of B4GalT7 was modified when Trp®** was replaced
with His. Indeed, whereas MN-Xyl was a preferred substrate for
the wild-type enzyme, W224H exhibited higher activity toward
4-MUX. Molecular dynamic simulations of the human
B4GalT?7 structure, based on the x-ray crystal structure of Dro-
sophila BAGalT7, indicate that the Nel atom of the indole side
chain of Trp*** forms a hydrogen bond with the B-phosphate
group of UDP-Gal. Furthermore, in the crystal structure of
bovine $4GalT1, it has been proposed that Trp®'* (equivalent
to Trp™* in B4GalT7) also aids in keeping the acceptor
anchored by means of hydrophobic interactions (49). Thus, it
can be hypothesized that in the B4GalT7 W224H mutant, the
Ne2 atom of the imidazole side chain of His is able to sustain
hydrogen bond formation with the pyrophosphate of UDP-Gal.
However, the lack of an aromatic moiety in the imidazole side
chain of His (compared with indole side chain of Trp) may
impair stacking interactions with the acceptor substrate
4-MUX. In line with our results, a key role for a Trp residue at
the catalytic center of several glycosyltransferases has previ-
ously been reported. For example, Trp”'* in B4GalT1 (50),
Trp*** in EXTL2 (51), and Trp*'* in a3GT (52) have all been
shown to be located at a critical position for interacting with
both sugar nucleotide and acceptor substrate. Thus, our study,
in common with these other examples, highlights the presence
of a Trp residue as a critical feature at the catalytic center of
several glycosyltransferases. Supporting this idea, a consensus
sequence containing the short amino acid stretch WGGE
is present in human GalNAc-T4 transferase (***WGGE*
(53)) and in Pasteurella multocida hyaluronan synthase
(**WGGE*™, (54)).

Similar to what is observed in the structure of Drosophila
B4GalT7 and bovine f4GalT1, Trp*** (equivalent to Trp®*” in
Drosophila and to Trp™* in f4GalT1) lies in a flexible loop and
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is flanked by Gly residues at positions 223 and 225. Mutation of
Gly*** to Ala had a minor effect on 4-MUX enzyme activity in
vitro and on decorin GAG synthesis (data not shown), although
the G223A substituted enzyme was not able to restore GAG
synthesis in deficient cells. On the other hand, replacement of
Gly?®* abolished in vitro activity toward 4-MUX, whereas
(G225A sustained decorin glycanation (data not shown) and, to
some extent, GAG synthesis in CHO pgsB-618 cells. Based on
structural data and molecular modeling analyses, it is likely that
mutation of these residues, which are predicted to allow a
rotary motion of the Trp during the conformational change
induced by UDP-Gal binding, affects positioning of Trp®**
within the catalytic center (10, 31). These mutations may also
impact the organization of the acceptor-binding site with dif-
ferent consequences on B4GalT7 activity when Xyl is linked to
a hydrophobic aglycone such as 4-MU or to the core protein of
proteoglycans. Elucidation of the organization of the human
B4GalT7 acceptor-binding site by x-ray crystallography is
required to assess these assumptions.

Finally, we investigated the functional importance of the
C-terminal acidic residues of the >'FWGWGREDDE?*° motif,
which is highly conserved among all members of the B4GalT7
family. Whereas a crucial role could be demonstrated for
Glu™’, Asp®, and Asp®®’, the glutamate residue at position
230 appears much less important in terms of function. Indeed,
analysis of the in vitro consequences of Glu*™’ mutations
showed that Ala substitution completely abrogated enzyme
activity, whereas replacement by Asp led to only a partial reduc-
tion in B4GalT7 activity, and the enzyme was able to sustain
GAG synthesis activity in CHO pgsB-618 cells. Furthermore,
our study indicated that a nonconservative mutation of Asp®®
had a severe impact on the galactosyltransferase activity of
B4GalT7. However, replacement of Asp to Glu at that position
produced a mutant with significant residual activity in vitro and
ex vivo. Altogether, our data are concordant with a carboxylate
residue acting as catalytic base in B4GalT?7, facilitating the dep-
rotonation of the acceptor substrate and the nucleophilic attack
on the C1 of the sugar residue of UDP-Gal. In the three-dimen-
sional structure of bovine 34GalT1 complexed with UDP-Gal,
Glu®” was proposed as the catalytic base (40). On the other
hand, subsequent analysis of the structure of bovine W314A-
B4GalT1 complexed with UDP, Mn**, and GlcNAc predicted
that Asp®® (equivalent to Asp™* in human B4GalT7) should
tform a hydrogen bond with the hydroxyl group at C4 of GIcNAc
and be involved in deprotonating the hydroxyl group (49).
When Glc was docked into the acceptor-binding site of D.
melanogaster B4GalT7-UDP structure, it was predicted to
adopt a similar position to xylose, and residue Asp®'' was pre-
dicted to act as catalytic base (10). Molecular modeling of
human B4GalT?7 active site using Drosophila B4GalT7 as tem-
plate favors the role of Asp®** as catalytic base, whereas Glu®*”
is predicted to interact with O4 of Gal. Interestingly, the pres-
ence of a functional Glu/Asp motif has been identified in sev-
eral glycosyltransferases such as the cyclin glucan synthase (47)
and the peptidoglycan glycosyltransferase module of class A
penicillin-binding protein. The latter contains a conserved
dicarboxylate Glu®**~Asp®** (48) and glycan chain elongation
catalyzed by this enzyme was proposed to function with the Glu
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residue as active site general base to deprotonate the GleNAc
4-OH group of lipid II acting as an acceptor. Further investiga-
tion of the interactions between human $4GalT7 and xylose is
underway to decipher the respective role of each residue of the
conserved dicarboxylate in the 4GalT7 family.

In conclusion, this work has identified two functional
regions, '**DVD'®® (in motif 3) and 2*'FWGWGREDDE?* (in
motif 5), critical for the organization of UDP-Gal-binding site
of human B4GalT7, and it suggests the existence of two
PB4GalT7-specific conserved peptide motifs (motifs 6 and 8).
We also demonstrated the central role of Trp*** in governing
interactions with both donor and acceptor substrates by muta-
tion of this amino acid, and we showed that it is thus possible to
modulate the activity of 34GalT7 toward exogenous xylosides
and proteoglycan core protein. Finally, our results support the
critical role for a dicarboxylate motif in the vicinity of the key
Trp***in the glycosyl transfer catalyzed by B4GalT7. This study
brings us closer to an understanding of the enzymology of
human B4GalT7, and it provides useful information toward the
design of molecules targeting this enzyme, which have potential
therapeutic applications.
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5-T1

Sequences of sense and antisensense primers used for site-directed mutagenesis.

Mutated codons are underlined.
MMutant Primer Sequence
Aspl63Ala Sense S-GACTACATT GCCATG CAC GCA GTT GCACTG CTC CCT CTC-37
Antisense S'-GAGAGG GAG CAGTGC AACTGC GTG CAT GGC AAT GTA GTC-3°
AspleiGn Sense S-GACTACATTGCCATG CAC GAGGIT GCA CTG CTC CCT CTC-3°
Antisense S-GAGAGG GAG CAGTGC AACCTC GTG CAT GGC AAT GTA GTC-37
Vall64Ala Sense S-TAGATTGCCATG CACGAC GCT GACCTGCTC CCT CTC AAC-3
Antisense SGTTGAGAGG GAGCAGGTCAGC GTC GTG CAT GGLC AATCTA-Y
AspléSAla Sense SCATTGCCATG CACGACGTTGCACTG CTC CCT CTC AAC GAG-3°
Antisense 5'-CTC GTT GAG AGG GAG CAG TGC AAC GTC GTG CAT GGC AAT-3"
AsplaiGn Sense SATTGCCATG CACGAC GTT GAG CTG CTC CCT CTC AAC GAG-3
Antisense S-CTCGTT GAGAGG GAG CAGCTC AACGTC GTG CAT GGC AAT-3
Phe22]1Ala Sense SCATGTCOC AAC OGC GCG TGE GGC TG GGC-37
Antisense S-GOC CCAGOC CCA OGC GUG GTT GGA CAT-F
Phe21Twr Sense S5-ATGTCC AAC CGC TAC TGE GGC TGE GGC-3°
Antisense 5-GOC CCA GOC CCA GTA GUG GTT GGA CAT-¥
Trp222Ala Sense S-TCC AAC CGL TTC GLG GGC TGG GGC CGL-37
Antisense 5-GOGGCOC CCA GCC CGC GAA GCG GTT GGA-3”
Tip222Fhe Sense STCCAACCGC TTICTIT GGC TG GGC CGC-37
Antisense S-GOGGCCCCAGLC AAA GAA GOGGTT GGA-3°
Gly223Al0a Sense S-AACCGCTTIC TGL GG TGE GGC OGC GAG-3
Antisense S'-CTCGOG GCC CCA CGC CCA GAA GOG GTT-¥
Tp224Ala Sense 3-CGC TTC TGG GGC GCG GGC CGC GAG GAC-¥
Antisense SGTCCTC GUG GOC O GUC CCA GAA GUG-37
Trp224His Sens 5-CGC TTC TGG GGC CAC GGC OGC GAG GAG-¥
Anfisens  5-CTC CTC GCG GOC GTG GCC CCA GAA GCG-3°
Tip224Phe Sens -0GC TTC TGG GGC TTC GGC CGC GAG GAG-Y
Antisens F-CTC CTC GOG GOC GAA GOC CCA GAA GOG-Y7
Gly225Al0a Sense S-TTC TG GGC TG GOG CGC GAG GAC GAC-Y
Antisense S-GTCGTCCTC GCG OGE CCA GCC CCA GAA-Y
Gh227Ala Cansa S -GGELC TGE GG CGL GOG GAC GAC GACTTC-¥
Antisense 3 -GAA CTC GTC GTC CGC GOG GOC CCA GCC-3°
G227 Asp Cense 3.GGC TGE GGL CGC GAC GAC GAC GAC TTC-¥
Anfisense  5°-GAA CTC GTC GTC GTC GCG GCC CCA GCC-3
Aspl2BAla Sens 5'-TGGE GGC TGE GG OGC GAG GCA GAC GAG TTC TAC CGG CGC-3°
Anfisens  5-GCG CCG GTA GAA CTC GTC TGC CTC GCG GCC CCA GCC CCA-¥
Asp228GIn Sense F-TGE GEC TG GGC OGC GAG GAG GAC GAG TTC TAC CGG CGC-37
Anfisense  5°-GCG CCG GTA GAA CTC GTC CTC CTC GCG GCC CCA GOC CCA-F
Asp229Ala Sanse SGELCTGEGEC CGC GAGGAC GCA GAGTIC TAC CGG CGC ATT-37
Antisense  3-AAT GCG CCG GTA GAA CTC IGC TGC CTC GCG GOC CCA GCC-3
Asp229GIn Cansa -GG TGE GG CGL GAGGAC GAG GAGTTC TAC CGG OGC ATT-37
Antizenze SCAATGLOGCOG GTAGAACTCCTC TGC CTC GUG GCOC CCA GOC-37
Gh230Al Canse 5-0GC GAG GAC GAC GOG TTC TAC OGG CGC-3
Antisense 5'-GOG OCG GTA GAA OGC GTC GTC CTC GOG-3°
Gla230Asp Sense 5-CGC GAG GAC GAC GAC TTC TAC CGG CGC-¥

5-GOG CCG GTA GAA GTC GTC GTC CTC GOG-37




5-T2

Protein accession numbers, species name and sequence length of the 48 members of the family 7 of
Fl.4-galactosyltransferases (B4GT7) and the six related B4GT1 HUMAN to B4GT6_HUMAN
enzymes used as outgroup. Sequences are in the same orderas inFig. 1 and 2.

Accession Species name Sequence length
number {amuno acid mumber)
BAGTT HUMAN Homo sapiens 327
NP _001035053 Fan troglodytes 327
XP 001093051 Muaccaca mulatia 327
Q4FZU7 Rattus norvegicus 327
QEERORT Mus musculus 27
NP 001162105 Cwis aries 327
HP 384194 Bos taurus 327
NP 001161804 Sus scrofa 327
XP 338366 Canis familiaris 316
XP 001502185 Equus caballus 327
XP 001371123 Monedelphis domestica 319
NP_001035000 Gallus gallus 319
XP 002196772 Taeniopygia guttata in
NP_001088501 Xenopus laevis 323
BC158315 Silurana tropicalis 322
CBH40225 Rana catesbeiana 319
NP 001072098 Takifugu rubripes 317
CAJTT199 Tetraodon nigroviridis 317
NP 001098251 Oryzias latipes 316
AAHO2034 Danio rerio 317
CBH40227 Squalus acanthias 0
XP 002155259 Hydra magnipapillata 348
KP 002610451 Branchiostoma floridae 313
NP 651319 Drosophila melanogaster 3
CAJYTT7193 Drosophila simulans in
CAJTT192 Drosophila sechellia inn
XP 001921894 Drosophila erecta 322
XP 002099136  Drosophila yakuba 3
XP 001935270  Drosophila ananassae 318
XP 002073576 Drosophila willistoni 319
KP 001996949 Drosophila grimshawi 310
XP 002034247  Dwosophila virilis 308
CAXT7101 Dirosophila mojavensis i
CBH40223 Glossina morsitans i
XP 001633000  dedes aegypii 313
XP 001865270 Culex gquinguefasciams 304
XP 001603688 Nasonia vitripennis 314
XP_624051 Apis mellifera 294
XP 002433958 Tvodes scapularis 290
XP 001944650  Acyrthosipon pisum 302
XP 973612 Tribolium castansum 308
XP 002429045 Pediculus humanus corporis 194
CAJTT188 Ciona savigny 325
XP 002121762 Ciona intestinalis 319
XP 002641643 Caenorhabditis briggsae 320
NP_499164 Caenorhabditis elegans 289
CAYT7198 Schistosoma mansoni 327
AATW24404 Schistosoma japonicum 324
BAGT1_HUMAN Homo sapiens jog
BAGT2 HUMAN Homo sapiens in2
B4AGT3 HUMAN Hemo sapiens 393
B4GT4 HUMAN Homo sapiens 344
BAGTS HUMAN Homo sapiens 388
B4GT6 HUMAN Homo sapiens 352




S.T3

Hydrogen bonds between human g4GalT7 protein modeled from bovine p4GalTl
structure and the donor substrate UDP-Gal. UDP-Gal atoms are named according to the
PDE nomenclature.

Proton acceptor Proton donor
UDP-Gal-02A Arg"™-Nnl
UDP-Gal-04' Tyr'*-Om
UDP-Gal-01A Arg'™-Nnl
UDP-Gal-02* Wal'™-N
UDP-Gal-01A Arg'™-Nn2
UDP-Gal-02 Arg'*N
UDP-Gal-03* Asp'™N
UDP-Gal-0O1B Trp™-Nel
UDP-Gal-03A Trp™-Nel
UDP-Gal-03* Arg'™-Nn2
UDP-Gal-05* Arg'™-Nnl
Asp'™-08l UDP-Gal-03*
Asp'*-082 UDP-Gal-02'
Pro'-0 UDP-Gal-02*
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Hydrogen bonds between human g4GalT7 protein modeled from Drosophila g4GalT7
structure and the donor substrate UDP-Gal. UDP-Gal atoms are named according to the
PDB nomenclature.

Proton acceptor Proton donor
UDP-Gal-0O1B Arg*“-Ne
UDP-Gal-0O1B Arg**-Nel
UDP-Gal-08' Gly'™™-N
UDP-Gal-02B Arg*™“-Nn2
UDP-Gal-03' Tyr'™-Om
UDP-Gal-01A Arg'™-Nn2
UDP-Gal-02* Arg"*N
UDP-Gal-03' Gly"“-N
UDP-Gal-01A Arg"™-Ne
UDP-Gal-0O1B Tyr'"*-0n
UDP-Gal-02' His"'-Ne2
UDP-Gal-02A Arg'™-Nn2
UDP-Gal-02' Tyr'™-Om

Asp™'-0el UDP-Gal-04'
Pro'"-0 UDP-Gal-03*
Tyr™-0n UDP-Gal-02'

Asp'©-082 UDP-Gal-03'




LEGENDS OF SUPPLEMENTAL DATA FIGURES

S-F1. Protein sequence alignment of bovine SGalT1 (PDB eatry code 100E) with human S4GalT7
used to generate the model of the 3D structwe of human #GalT7 (upper panel). Protein sequence
aliznment of human with Drasaphila SGalT7 (PDB entry 3LW6) used to generate the model of the
3D structure of human #GalT7 (lower panel). Identical anune acids between sequences are indicated
by asterisks.

5-F1. Stereo view of the molecular model of the human S4GalT7T structure in complex with the
donor substrate based on bovine S4GalTl, The UDP-Gal binding domain was modeled by energy
minimization and molecolar dynamics caleulations based on the structure of bovine $4GalT1 (FDB
entry code 100R). Representation of the interactions of D'SVD'™ motif (4), and of
FY'WGWGREDDE™ (B) region with UDP-Gal molecule. The c-carbon trace of the protein is
showmn in green, UDP-Gal is Presented in colored “sticks™, and the Mn™ divalent cation is colored in
cyan. The residnes of the D'* VD' and F*'WGWGREDDE " motifs are shown in “ball and sticks™.
For sumplictty, hydrogen atoms and atoms of the protein main chain other than e-carbons are not
shown. Dashed lines indicate the predicted interactions of UDP-Gal-Mn®™ with the side chain of
Asp™ and Asp'™ residues in panel 4, and between the Sphosphate group of UDP-Gal and Trp™ in
panel B. The atom coordinates are those of the average structure obtained during the production phase
of molecnlar dynanucs calculation, as indicated in “Experimental Procedures”. Figures are drawn
with PyMOL molecular visnalization system (hitp2//www.pymol org).
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Caractérisation structurale et fonctionnelle de la B4GalT7

humaine et exploration du site actif de I'enzyme

Mon sujet de thése a porté sur la caractérisation des enzymes impliquées dans ’initiation de la
synthése et la modification des chaines de GAGs. Le principal axe de cette étude a consisté a
déterminer I’organisation structurale et fonctionnelle de la B4GalT7 humaine afin d’identifier
les résidus d’acides aminés qui jouent un rdle clé dans la reconnaissance des substrats et/ou la
catalyse enzymatique. Pour atteindre ces objectifs, nous avons systématiquement réalisé des
mutations conservatives et non conservatives des acides aminés situés dans des domaines
hautement conservés au sein de la famille des P4GalTs et qui ont été identifiés comme
potentiellement impliqués dans 1’organisation du site actif et/ou la catalyse enzymatique.
L’effet de chaque mutation sur I’activité GalT et les propriétés cinétiques de I’enzyme a été
¢tudié in vitro. Nous avons également analysé la spécificité de la f4GalT7 sauvage et mutée
vis-a-vis de différents substrats donneurs et accepteurs. Afin de compléter cette étude, j’ai
analysé, ex vivo, les conséquences des mémes mutations sur 1’initiation de la syntheése des
GAGs a partir d’'un substrat xylosidique exogeéne et de la protéine "core" de la décorine

humaine recombinante, comme substrat accepteur endogene.
Cette étude a fait I’objet d’une publication (Publication n°1).

IDENTIFICATION OF KEY FUNCTIONAL RESIDUES IN THE ACTIVE SITE OF
HUMAN B1,4-GALACTOSYLTRANSFERASE 7: A MAJOR ENZYME IN THE
GLYCOSAMINOGLYCAN SYNTHESIS PATHWAY

Ibtissam_Talhaoui, Catherine Bui, Rafaecl Oriol, Guillermo Mulliert, Sandrine Gulberti,

Patrick Netter, Michael W.H. Cougthrie, Mohamed Ouzzine and Sylvie Fournel-Gigleux.
J. Biol. Chem. (2010) 285 (sous presse)
L. ANALYSE PHYLOGENETIQUE DE LA FAMILLE DES p4GalT7s

La P4GalT7 appartient a la famille des P4GalTs qui contient six autres membres.
L’exploration des bases des données par BLAST a permis d’établir un arbre phylogénétique
qui montre la présence d’une relation évolutive entre les membres de la famille des 4GalTs
humaines et entre les B4GalT7s de 47 autres especes différentes et la f4GalT7 humaine

(Publication n°1, Figure 1). L’alignement de séquences des différentes protéines f4GalT7s

96



identifiées par I’étude phylogénétique, met en évidence la présence de 8 domaines peptidiques
fortement conservés entre les especes et montre plus particulieérement deux motifs, les motifs

3 et 5 qui sont conservés au sein de toutes les 4GalTs (Publication n°1, Figures 1 et 2).

De fagon complémentaire, nous avons développé un modele moléculaire de la f4GalT7 basé
sur la structure 3D de la B4GalT1 bovine (code PDB 100R) et suite a I’¢élucidation de la
structure 3D de la p4GalT7 de drosophile (code PDB 3LW6), un 2°™ modéle moléculaire de
I’enzyme humaine basé sur cette derniére a été propos¢ (Publication n°1, Figure 3). Cette
approche a permis la prédiction d’acides aminés potentiellement impliqués dans la
reconnaissance des substrats et/ou la catalyse enzymatique. L’ensemble de ces stratégies
suggere notamment un role potentiel des résidus d’acides aminés des motifs 3 et 5 dans
I’organisation du site de fixation de I’'UDP-Gal, substrat donneur commun a 1’ensemble des

membres de cette famille.

II. EXPLORATION DU ROLE DES ACIDES AMINES DES MOTIFS '*pvD'®
ET 2'FWGWGREDDE?®' PAR MUTAGENESE DIRIGEE

ILI.1. Activité galactosyltransférase in vitro de la p4GalT7 recombinante humaine et

propriétés cinétiques de I’enzyme sauvage et des mutants

Dans un premier temps, nous avons procédé a la mutagenése dirigée systématique par PCR
des acides aminés des deux motifs sélectionnés (3 et 5), dans I’objectif de déterminer le role
de chaque résidu. La protéine sauvage et les mutants ont été surexprimés dans un systéme
d’expression hétérologue basé sur la transfection de cellules eucaryotes HelLa en culture.
Ainsi, j’al pu produire des protéines recombinantes humaines a des taux équivalents
(Publication n°1, Figure 4A) et comparer 1’activité de ’enzyme sauvage et des mutants.

Au sein du domaine 3, nous avons exploré le role des résidus aminés du motif '“*DVD'®.
Pour ce faire, j’ai réalisé des substitutions conservatives et non conservatives des Aspl63
(D163) et Aspl65 (D165) qui ont été remplacés par un résidu Glu (E) ou Ala (A). La mesure
de I’activité enzymatique montre que toute mutation de 1’acide aminé en position 163 abolit
complétement ’activité GalT de la B4GalT7 recombinante humaine (Publication n°1, Figure
4B). La mutation de I’Asp165 en Ala produit le méme effet, tandis que la substitution D165E
restaure partiellement 1’activité enzymatique par comparaison au mutant D165A, avec une
activité qui est de I’ordre de 47% par rapport a la protéine sauvage. Enfin, le remplacement de
la Val en position 164 par une Ala n’affecte pas I’activité de la B4GalT7 humaine (Publication

n°l, Figure 4B). A I’issue de ces résultats, nous avons déterminé les constantes cinétiques

97



apparentes de la protéine sauvage et des mutants actifs, en présence d’UDP-Gal comme
substrat donneur et du 4-MOX comme substrat accepteur. Le mutant V163A présente des
constantes cinétiques apparentes comparables a celles de I’enzyme sauvage pour les deux
substrats, tandis que le mutant D165E montre une forte augmentation des deux K, suggérant
une diminution de I’affinité de cette enzyme pour ’UDP-Gal et le 4-MOX, (Publication n°1,
Tableau 1). Ce résultat est en accord avec le réle du motif DVD (région 3) prédit par la
structure 3D des P4GalTs (-T1 bovine et -T7 de drosophile) et par les deux modéles
moléculaires de la f4GalT7 humaine. Ainsi, ces derniers suggerent que 1’Asp163 formerait
une liaison hydrogene avec I’oxygene en position 3 du Gal et I’Asp165 formerait une liaison
de coordination, par son groupement carboxylique, avec les cations divalents Mn®". De plus, il
est suggéré qu’a I’inverse des acides aminés Aspl63 et Aspl65, la Vall64 n’entre pas en

interaction directe ou indirecte avec le substrat donneur (Publication n°1, Figure 3A).

En second lieu, nous avons exploré par la méme approche, le réle fonctionnel des acides
aminés situés dans le domaine 5. J’ai réalisé une série de mutations du motif

2IFWGWGREDDE™. J’ai également initié 1’étude du motif *’HXH> (région 6), dont

I’importance fonctionnelle a été suggérée sur la base de la structure 3D de la 4GalT7 de
drosophile. La substitution du résidu Phe221 (F221) par un résidu Ala n’affecte pas ’activité
enzymatique du mutant (Publication n°1, Figure 4C). L’analyse de I’effet de cette mutation
sur les parametres enzymatiques montre une augmentation du K, de la protéine vis-a-vis du
substrat accepteur 4-MOX, ce qui suggere un role potentiel du résidu Phe221 dans la
reconnaissance du substrat accepteur et/ou 1’organisation du site de fixation de ce substrat.
D’un autre c6té, la substitution conservative de 1’acide aminé Phe221 par un résidu Tyr (Y) ne
change ni I’activité de I’enzyme ni les constantes cinétiques vis-a-vis des deux substrats. Ces
constatations permettent de conclure qu’une Tyr en position 221 peut remplacer la chaine
latérale de la Phe (Publication n°1, Figure 4C). Le remplacement du résidu Trp222 par une
Ala provoque une trés forte diminution de 1’activité enzymatique, en revanche, sa substitution
par une Phe produit un mutant présentant une activité comparable a celle de la B4GalT7
humaine sauvage. De plus, cette mutation ne modifie pas les constantes cinétiques de manicre
significative. Ce résultat est en accord avec le modele moléculaire qui a prédit que le résidu
Trp222 est situé loin du centre catalytique de la protéine. La substitution des Gly (G) 223 et
225 par une Ala provoque, respectivement, une diminution et une absence totale de I’activité
GalT in vitro. Le résidu Trp224 a attiré une attention particuliére. En effet, la structure 3D de

la B4GalT1 bovine, de la B4GalT7 de la drosophile,et le modele moléculaire de la structure de

98



la B4GalT7 humaine indiquent une position clé de cet acide aminé dans le site actif de
I’enzyme. Effectivement, il est proposé que le Trp224 interagirait avec le groupement -

phosphate du substrat donneur (Publication n°1, Figure 3B).

Mes résultats montrent que le mutant W224A exprimé dans les cellules HeLa ne présente pas
d’activité GalT vis-a-vis de la 4-MOX in vitro. La mutation de ce résidu en Phe ou en His
permet une restauration modérée de 1’activité enzymatique de D'ordre de 9% et 33%,
respectivement. L’analyse des constantes cinétiques apparentes du mutant W224H indique
des modifications importantes par rapport a la protéine sauvage. En effet, on constate une
diminution d’un facteur de 10 du Ky, vis-a-vis de I’'UDP-Gal, suggérant une augmentation
importante de 1’affinit¢é de 1’enzyme pour son substrat donneur (UDP-Gal). Cela est
accompagné d’une augmentation du K,, de ce mutant vis-a-vis du substrat accepteur (4-
MOX). Ce résultat confirme I’importance fonctionnelle du résidu Trp224 et son implication

potentielle a la fois dans I’interaction avec les substrats donneur et accepteur.

J’ai poursuivi cette étude par D’exploration de la deuxiéme partie du motif
2IEWGWGREDDE™, qui est une région constituée exclusivement d’acides aminés acides.
Ce type de résidu aminé (Asp ou Glu) est souvent impliqué dans la catalyse enzymatique des
GTs. Nous avons observé que le remplacement du Glu227 et de I’Asp228 de la B4GalT7
recombinante humaine par une Ala provoque une abolition totale de 1’activité enzymatique in
vitro, tandis que les mutants E227D et D228E présentent une activité détectable, bien
qu’inférieure a celle de I’enzyme sauvage. D’un autre c6té, la détermination des valeurs de K,
pour ces mutants montre un changement significatif concernant uniquement le mutant D228E
avec une augmentation du K, vis-a-vis du substrat accepteur. Cette diminution de 1’affinité du
mutant D228E envers le 4-MOX pourrait s’expliquer par I’encombrement stérique occasionné
par la substitution du résidu Asp228 par un Glu, dont la chaine latérale est plus longue. Les
structures cristallographiques de la f4GalT1 bovine et de la B4GalT7 de drosophile proposent
un role catalytique potentiel des acides aminés équivalents aux résidus 227 et/ou 228. La
mutation conservative et non conservative du résidu Asp229 produit des enzymes
complétement inactives, démontrant ainsi le réle crucial de cet acide aminé. En revanche, la
mutation du Glu230 en Ala ne semble affecter ni ’activité enzymatique ni les propriétés
catalytiques de I’enzyme.

Afin de mieux comprendre le role moléculaire des résidus Trp224, Glu227 et Asp228 qui
semblent présenter une importance fonctionnelle significative, j’ai développé un systéme

d’expression hétérologue de la f4GalT7 dans la bactérie E. coli. L’enzyme délétée des 60
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acides aminés N-terminaux a été exprimée en fusion avec la GST. L’optimisation des
conditions de culture des bactéries BL21 et de la lyse cellulaire nous a permis de produire des
quantités importantes de la f4GalT7 sous forme soluble, en fusion avec la GST. J’ai mis au
point un protocole de purification basé sur 1’utilisation de 1’affinité de la protéine de fusion
GST pour le glutathion permettant de disposer de quantités d’enzyme compatibles avec les

études cinétiques.

Afin de confirmer ’effet, caractérisé in vitro, des mutations de la f4GalT7 sur les constantes
cinétiques de I’enzyme, j’ai entrepris des purifications de la protéine sauvage et portant une
mutation au niveau du Trp224, du Glu227 et de I’Asp228. Ainsi, j’ai produit et purifié des
protéines recombinantes solubles, GST-W224A, GST-W224F, GST-W224H, GST-E227A,
GST-E227D, GST-D228A, GST-D228E et la f4GalT7 sauvage exprimée en fusion avec la
GST.

Cette approche nous a permis d’obtenir le matériel protéique indispensable a la réalisation de
cette partie du projet dédiée a des études cinétiques approfondies. Les quantités de protéines
et les activités enzymatiques évaluées a chaque étape de la procédure de purification des

protéines recombinantes mutées ou sauvage sont résumées sous forme de tableau (Tableau 7).

De plus, nous avons pu envisager la réalisation d’études physicochimiques de la f4GalT7
sauvage et des enzymes portant une mutation au niveau des acides aminés identifiés comme
potentiellement impliqués dans [D’interaction avec les substrats ou dans la catalyse
enzymatique. En effet, nous avons initié un projet de caractérisation structurale et
fonctionnelle de la B4GalT7 plus approfondie, basé principalement sur I’utilisation de la
technique de résonance plasmonique de surface sur Biacore. Enfin, nous avons lancé des
premicres tentatives de cristallisation de la f4GalT7 humaine en vue de I’¢élucidation de sa

structure 3D en collaboration avec nos collégues grenoblois.
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Type de Protéines totales Activité Activité Facteur de Rendement %
protéines (mg) enzymatique enzymatique purification
totale spécifique
(nmole/min) (nmole/min/mg)
Lysat de bacteéries | 117.12 18774.0 160.30 1 100
GST-B4GalT7 | Protéines solubles | 3.71 1454.70 392.40 2.5 7.75
Protéine purifiée | 0.48 822.70 1720.0 10.4 4.40
Lysat de bactéries | 118.45 267.70 2.26 1 100
GST-W224H Protéines solubles | 3.50 64.75 18.50 8.2 24.19
Protéine purifiee | 0.5395 66.70 123.64 54.7 24.90
Lysat de bactéries | 132.21 1072.20 8.11 1 100
GST-E227D Protéines solubles | 4.51 102.74 22.78 2.8 9.58
Protéine purifiée | 0.6642 57.97 87.28 10.8 5.40
Lysat de bactéries | 108.40 581.40 8.50 1 100
GST-D228E Protéines solubles | 3.20 46.51 25.50 3 8
Protéine purifiée | 0.5787 23.26 57.33 6.7 4

Tableau 7 : Tableau de purification de la 4GalT7 recombinante humaine exprimée dans des cellules E. coli.

Les protéines sont purifiées a partir d’une culture bactérienne de 200 ml, comme indiqué dans la section "matériels et méthodes". Les mutants GST-W224A,

GST-W224F, GST-E227A et GST-D228A étant inactifs, nous n’avons pas pu déterminer le rendement et le facteur de purification.
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Les protéines purifiées en fusion avec la GST ainsi obtenues ont été utilisées pour déterminer,
in vitro, ’activité enzymatique et les constantes cinétiques réelles de la B4GalT7 sauvage et
mutée en position 224, 227 et 228, notamment les valeurs de K, et kqy vis-a-vis des substrats

donneur et accepteur (Publication n°1, Tableau 2).

La B4GalT7 humaine purifiée présente des valeurs de K, sensiblement comparables a celles
déterminées pour I’enzyme membranaire exprimée dans des cellules HelLa, a la fois pour
I’UDP-Gal et le 4-MOX. Ce résultat suggere que la délétion des 60 premiers acides aminés de
I’extrémité N-terminale de 1’enzyme et la fusion a la GST n’a pas affecté 1’organisation du

domaine catalytique de la f4GalT7 humaine, ni ses propriétés cinétiques.

La mesure de I’activité enzymatique des protéines purifiées montrent que les mutants W224H,
E227D et D228E sont actifs. En revanche la substitution de chacun des trois acides aminés

par une Ala provoque une abolition totale de I’activité GalT de I’enzyme (Figure 35).
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Figure 35. Mesure de ’activité enzymatique de la f4GalT7 sauvage et mutée en position
224, 227 ou 228, exprimées dans la bactérie et purifiées par chromatographie d’affinité

Les essais enzymatiques ont été réalisés dans un volume réactionnel de 50 pl, en présence de 200 ng
de protéines purifiées, 1 mM d’UDP-Gal, (0.05 uCi UDP[U'*C]Gal), 5 mM de 4-MOX, 100 mM de
cacodylate de sodium contenant 10 mM de cations Mn*>*, comme décrit dans la section "matériels et
méthodes". Chaque valeur correspond a la moyenne + SD d’essais en double réalisés sur trois
purifications différentes. ND, activité enzymatique non détectée; *, valeur d’activité significativement
différente de I’activité enzymatique mesurée pour I’enzyme sauvage a P<0.05.

J’ai poursuivi cette étude par la détermination des constantes cinétiques réelles de 1’enzyme

purifiée sauvage et des mutants actifs, exprimés dans des bactéries E. coli. J’ai démontré que
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la substitution du Trp224 par une His augmente 1’affinité de I’enzyme envers le substrat
donneur UDP-Gal de facon importante, confirmant le résultat obtenu précédemment avec le
systtme d’expression eucaryote. Néanmoins, au cours de la réalisation des cinétiques
enzymatiques en vue de la détermination des constantes de I’enzyme W224H vis-a-vis du
substrat accepteur 4-MOX, nous avons constaté une augmentation importante de la valeur du
K (4-MOX), ce qui n’a pas permis de déterminer la valeur exacte de ce parameétre cinétique
de ce mutant, dans les conditions expérimentales utilisées. Ce résultat est en accord avec la
diminution de I’affinit¢é du W224H envers le substrat accepteur 4-MOX décrite auparavant.
Quant au mutant E227D, il ne montre pas de modifications importantes de 1’affinité de
I’enzyme vis-a-vis de chacun des deux substrats, tandis que la valeur des k., est diminuée de
facon significative. Enfin, le remplacement de 1’Asp228 par un résidu aminé Glu provoque
une baisse importante de [’activité enzymatique. A cela s’ajoute probablement une
augmentation de la valeur du K, vis-a-vis du substrat accepteur (4-MOX). Par conséquent,
nous n’avons pu déterminer les constantes cinétiques de ce mutant dans nos conditions
expérimentales.

Cette approche a permis de confirmer les résultats trouvés précédemment, pour les enzymes

exprimées sous fourme de protéines membranaires dans des cellules HeLa.

I1.2. Etude de D’effet de la mutation du Trp224 sur la spécificité de substrat de la
B4GalT7 humaine

Les travaux réalisés sur la f4GalT7 humaine exprimée dans les cellules eucaryotes ou sous
forme purifiée suggerent que le résidu Trp224 est impliqué a la fois dans I’interaction avec le
substrat donneur et accepteur. Ce résultat nous a conduit a étudier I’effet de la mutation du
Trp en position 224 sur la spécificité de cette enzyme vis-a-vis de substrats de différentes

structures.

11.2.1. Effet de la mutation W224H sur la spécificité de la f4GalT7 vis-a-vis du substrat

donneur

L’ensemble de 1’étude de la spécificité de la B4GalT7 a été effectué sur les protéines purifiées,
exprimées dans la bactérie E. coli. Dans une premicre approche, j’ai tenté¢ d’étudier, par la
technique de CCM, la spécificité de la B4GalT7 recombinante humaine a partir d’homogénats
de cellules eucaryotes exprimant 1’enzyme sauvage ou mutée (résultats non montrés). J’ai
constaté que 1’activité enzymatique endogene due a la présence d’autres enzymes dans le lysat

cellulaire est supérieure a la quantit¢ du produit de la réaction catalysée par I’enzyme
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d’intérét. C'est-a-dire que pour certains sucres nucléotidiques, 1’activité enzymatique évaluée
a partir de cellules transfectées avec le plasmide vide, pcDNA, utilisées comme controle
négatif, était supérieure a celle mesurée a partir de cellules exprimant la B4GalT7 sauvage ou
portant une mutation sur le Trp224. Pour cette raison, la spécificité¢ de la P4GalT7 a été

évaluée sur du matériel purifié.

L’¢évaluation de I’activité¢ enzymatique de la B4GalT7 humaine purifiée vis-a-vis de plusieurs
substrats donneurs montre que cette enzyme est capable de catalyser le transfert de différents
résidus glycosidiques a partir du sucre nucléotidique correspondant. En effet, ’enzyme
sauvage est capable de transférer outre le Gal, le Glc et le Xyl a partir des UDP-sucres
correspondants, en présence de 4-MOX, bien qu’avec des efficacités beaucoup plus faibles
(Publication n°1, Figure 6A). Ceci indique que la B4GalT7 ne présente pas une spécificité
stricte vis-a-vis de I’UDP-Gal. Par contre, nous n’avons pu détecter aucune activité
enzymatique avec I’'UDP-GalNAc, I’'UDP-GIcNAc et ’'UDP-GIcA. La substitution du Trp224
par un résidu His augmente la sélectivité de la protéine qui perd toute capacité a utiliser
d’autres sucres nucléotidiques que 1’UDP-Gal. De plus, de la méme facon que I’enzyme
sauvage, cette mutation ne permet pas a la f4GalT7 de prendre en charge les substrats UDP-

GalNAc, UDP-GIcNAc et UDP-GIcA.

11.2.2. Effet de la mutation W224H sur la spécificité de la f4GalT7 vis-a-vis du substrat

accepteur

Dans la premiere partie de ce travail, j’ai démontré que la substitution du Trp224 par un
résidu His diminue fortement I’affinité de 1’enzyme envers le 4-MOX, par rapport a ’enzyme
sauvage. Par conséquent, nous avons également cherché a savoir si la mutation de ce résidu
aminé modifie la spécificité de la f4GalT7 humaine vis-a-vis du substrat accepteur. Ainsi, j’ai
test¢ deux groupes de substrats (Figure 36A et 36B) différents de par la nature du résidu
glycosidique ou de I’aglycone: 4-MO-Xyl (4-MOX), 4-MO-Gal, 4-MO-Glc, 4-MO-GalNAc,
4-MO-GIlcNAc et 4-MO-GlcA, et 4-NP-Xyl, MN-Xyl et MN-Xyl-2P.

Les résultats obtenus confirment que la 4GalT7 présente une sélectivité stricte envers le Xyl,
aussi bien pour I’enzyme sauvage que pour le mutant W224H. En effet, pour le premier
groupe de substrats testés seul le 4-MOX est pris en charge par ces enzymes (Publication n°1,
Figure 6B).

Dans un deuxiéme temps, j’ai mesuré 1’activité enzymatique de chacune des deux enzymes en

présence de Xyl lié a différents types d’aglycones (Figure 36B). La présence d’un groupement
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phosphate en position C2 du Xyl provoque une abolition totale de 1’activité GalT, ce qui est

en accord avec les travaux réalisés précédemment dans notre équipe (Gulberti ef al., 2005).
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Figure 36. Structure chimique des substrats accepteurs testés.

A. Différents résidus glycosidiques sont fixés sur la méme aglycone (MO). B. Différentes aglycones
sont fixées sur le Xyl. MN, méthoxynaphtyl.
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Ce résultat confirme le role clé de la phosphorylation dans la régulation de la synthése des
chaines de GAGs des PGs. De facon importante, cette étude montre qu’a I’inverse de
I’enzyme sauvage, le remplacement du Trp224 par une His produit une protéine qui présente
une activité enzymatique plus élevée en présence du 4-MOX qu’en présence du MN-Xyl
comme substrat accepteur (Publication n°l, Figure 6B). Ces constatations permettent de
suggérer que le résidu 224 de la f4GalT7 humaine est impliqué dans la reconnaissance du

substrat accepteur, et plus particulierement, avec sa partie aglycone.
I1.3. Activité galactosyltransférase ex vivo de la f4GalT7 humaine sauvage et mutée

La caractérisation in vitro de la B4GalT7 humaine et d’une série de mutants par la mise en
ceuvre de deux systemes d’expression, nous a permis d’identifier des acides aminés qui jouent
un role crucial dans la reconnaissance des substrats. J’ai démontré par cette approche que
I’acide aminé en position 224 est impliqué a la fois dans des interactions avec chacun des
deux substrats et que sa substitution par un résidu His pourrait moduler la spécificité de
I’enzyme vis-a-vis du substrat accepteur. De plus, le résidu Glu en position 227 et le résidu
Asp en position 228 jouent un rdle essentiel dans la B4GalT7 humaine, c’est pourquoi nous
avons cherché a savoir quel est ’impact de la mutation de ces acides aminés sur la capacité de
la B4GalT7 a stimuler la synthese des chaines de GAGs ex vivo, dans des cellules déficientes

CHO-pgsB618.
I1.3.1. Substrat accepteur xylosidique exogéne: 4-MOX

Afin d’évaluer I’activité enzymatique de la f4GalT7 humaine ex vivo, j’ai utilisé une méthode

consistant a incuber les cellules CHO-pgsB618 recombinantes en culture en présence du

substrat xylosidique exogéne 4-MOX et de Na,[**SISO,. Les CHO-pgsB618 sont des cellules

qui présentent la particularit¢ d’étre déficientes en 4GalT7 et qui ne synthétisent pas de
GAGs endogénes. L’incubation des cellules CHO-pgsB618, préalablement transfectées par
I’ADNc codant pour la B4GalT7 sauvage, en présence de 4-MOX permet d’initier la synthése

de chaines de GAGs sur le xyloside exogene. Le taux de synthese a été estimé par la mesure
de la quantité du [*>SISO, incorporée.

Les mutants W224A et W224F ne sont pas capables de restaurer 1’activit¢ GalT de la
B4GalT7 apres traitement des cellules au 4-MOX, de la méme fagcon que le mutant W224H

(Publication n°1, Figure 7A et 7B). Ce dernier résultat est trés probablement di a la

diminution de Dl’affinit¢ de ce mutant envers le substrat 4-MOX par rapport a I’enzyme
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sauvage. L’effet de la mutation du résidu Glu227 sur I’initiation de la biosynthése des GAGs
ex vivo corrobore les résultats in vitro. En effet, le mutant E227D actif in vitro, initie la
synthése des GAGs ex vivo en présence du substrat xylosidique exogéne 4-MOX. En
revanche, on constate que le mutant D228E qui présente une activité in vitro, est inactif en

présence du substrat 4-MOX dans les cellules en culture. (Publication n°1, Figure 7A et 7B).
I1.3.2. Substrat accepteur endogéne: protéine "core' de la décorine

Comme il a ¢été exposé précédemment, le syndrome progéroide d’Ehlers-Danlos est une
conséquence directe de mutations de la f4GalT7 chez I’homme. Au niveau moléculaire, cette
maladie est caractérisée en particulier par une substitution aberrante des GAGs de la décorine,
avec une forte baisse de la synthése de GAGs sur cette protéine "core". Cette observation
nous a conduit a déterminer I’effet de la mutation du Trp224 sur la capacité de ’enzyme a
initier la synthése des GAGs sur la décorine recombinante. Dans cet objectif, j’ai exprimé la
décorine humaine recombinante dans les cellules CHO-pgsB618 de fagon stable. Ces cellules
ont été¢ ensuite transfectées avec la f4GalT7 humaine sauvage ou mutée en position 224,
avant marquage des chaines de GAGs de la décorine, en présence de soufre radioactif. Enfin,
j’al purifié la décorine recombinante par chromatographie d’affinité basée sur 1’interaction
entre la séquence poly-His présente sur la protéine "core" de la décorine et les billes de nickel.
Les échantillons ainsi obtenus ont ét¢ analysés par SDS-PAGE sur gel a gradient, afin de
mettre en évidence la présence de chalnes glycosaminoglycaniques radiomarquées
(Publication n°1, figure 7C).

Les résultats montrent que I’enzyme sauvage et le mutant W224H sont capables d’initier la
synthese des GAGs sur la décorine. En revanche, aucun signal n’a été détecté dans les cellules
exprimant le mutant W224A ou transfectées avec le plasmide vide. En effet, comme attendu,
les cellules déficientes en f4GalT7 ne sont pas capables de former des GAGs sur la décorine.
De plus, le mutant W224F présente un signal trés modére, résultat en accord avec la faible

activité GalT de ce mutant observée in vitro.
I1.4. Caractérisation ex vivo des propriétés fonctionnelles de la p4GalT7 sauvage et des
mutants

Le deuxieme axe de cette é¢tude a porté sur la caractérisation de I’effet de 1’expression de la
B4GalT7 et des mutants sur la synthése des GAGs endogenes totaux ex vivo. Ainsi, nous

avons comparé les deux activités GalT, mesurées in vitro et ex vivo, de la protéine sauvage et
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de I’ensemble des mutants générés au cours de cette étude (Publication n°l, Figure 8).
L’expression de la P4GalT7 sauvage dans des cellules CHO-pgsB618 induit une
augmentation importante de la synthése des GAGs, qui se traduit par une augmentation du
taux d’incorporation du *°S d’un facteur de 5, en comparaison avec les cellules déficientes en

cette enzyme.

En ce qui concerne le motif '*DVD'®, sa mutation semble avoir des conséquences similaires
sur Pactivité GalT mesurée in vitro et ex vivo, confirmant 1’importance fonctionnelle des
résidus Asp163 et Aspl65. La substitution de 1’acide aminé Phe221 par une Ala ne permet
pas a la P4GalT7 d’initier la synthése des GAGs ex vivo. Cette mutation a donc des
conséquences plus déléteres comparées a 1’effet constaté in vitro. Le mutant F221Y est actif
ex vivo, ce qui est en accord avec ses propriétés enzymatiques déterminées in vitro. La
mutation non conservative du Trp222 en Ala provoque une forte baisse de la synthése des
GAGs, comparable a la faible activité mesurée in vitro. Cependant, le mutant W222F est
incapable de restaurer ’activité¢ GalT ex vivo. J’ai également approfondi 1’étude du rdle du
Trp224 dans I’initiation de la synthése des GAGs ex vivo, et j’ai pu réaffirmer I’importance
du rdle fonctionnel de cet acide aminé. Ainsi, de facon concordante aux résultats obtenus in
vitro, les mutants W224A et W224F sont incapables de synthétiser des chaines de GAGs. De
fagon complémentaire, I’évaluation du taux d’incorporation du *’S ex vivo dans des celles
CHO-pgsB618 transfectées avec le mutant W224H montre que cette mutation provoque une
diminution drastique de la biosynthese des GAGs en comparaison avec 1’enzyme sauvage et
ne permet pas de restaurer, de facon significative, la formation de ces molécules dans des
cellules déficientes en B4GalT7. J’ai également montré que les mutations non conservatives
des acides aminés Glu227 et Asp228 ne permettent pas I’initiation de la synthése des chaines
de GAGs ex vivo, ce qui est en accord avec les résultats obtenus in vitro. On observe que le
mutant E227D, qui présente une activité détectable in vitro, ne permet cependant pas de
restaurer la synthése des GAGs totaux de fagon significative. Par contre, I’expression du
mutant D228E, actif in vitro, induit une augmentation importante de la synthése des GAGs
totaux dans les cellules CHO déficientes. Enfin, la substitution du résidu aminé en position

230 de la B4GalT7 humaine ne semble pas affecter 1’activité GalT ni in vitro ni ex vivo.

De fagon inattendue, nous avons constaté que la mutation des Gly en position 223 et 225 ainsi
que le résidu Asp229, n’exercent pas le méme effet, in vitro et ex vivo, sur I’activité GalT de
la B4GalT7 recombinante humaine. En effet, la substitution de la Gly223 par une Ala produit

une protéine active in vitro en présence de 4-MOX comme substrat accepteur. En revanche,
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elle est incapable d’initier la synthese des GAGs ex vivo. Ce résultat peut étre expliqué par le
fait que I’encombrement stérique occasionné par le remplacement de la Gly par 1’Ala permet
au substrat accepteur exogene de petite taille d’accéder au site actif de I’enzyme, ce qui n’est
pas le cas pour le substrat accepteur endogene glycopeptide de taille plus importante. Cela se
manifeste donc par ’absence totale de 1’activité GalT de la B4Gal7 humaine ex vivo.

Quant aux mutations G225A, D229A et D229E, elles produisent des protéines inactives in
vitro. De fagon intéressante, ces mutants se montrent capables d’initier la synthese des GAGs
ex vivo. Afin de pouvoir comprendre ce résultat, nous avons entrepris une approche
complémentaire, qui nous a permis de démontrer que ces trois mutants, a I’inverse du G223A,
ne peuvent pas synthétiser des GAGs ex vivo en présence du 4-MOX comme substrat
accepteur, mais restent capable de substituer des chaines glycosaminoglycaniques sur la

décorine et les glycopeptides endogenes (Figure 37 et 38 et Publication n°1, Figure 8).

MUX -+ -+ -+ -+ o+ -+
4 ) X ¥ ik J \ 7 S ¥ F N

WT Mock G223A G225A  D229%A D229E

Figure 37. Effet de la surexpression de la f4GalT7 sauvage et mutée sur ’initiation de la

biosynthése des GAGs dans des cellules CHO-pgsB618 traitées au 4-MOX

Les cellules CHO-pgsB618 ont été transfectées par le plasmide vide ou portant le géne d’intérét, puis
incubées en présence de S pendant 12 h, en absence ou présence de 5 uM de substrat xylosidique 4-
MOX (4-MUX). Le **S non incorporé a été éliminé sur une colonne de Sephadex G-50, les GAGs
radiomarqués présents dans 1’¢luat ont été analysés par SDS-PAGE, comme décrit dans la section
"matériels et méthodes".
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Figure 38. Effet de la surexpression de la f4GalT7 sauvage et mutée sur la biosynthése
des chaines de GAGs sur la décorine exprimée dans des cellules CHO-pgsB618

Les cellules CHO-pgsB618 exprimant la décorine recombinante humaine de fagon stable ont été
transfectées transitoirement par le plasmide vide ou portant le géne d’intérét, avant d’étre incubées en
présence de *°S pendant 12 h. La décorine recombinante a été purifiée a partir du milieu sur une
colonne de nickel, puis analysée par SDS-PAGE comme décrit dans "matériels et méthodes".

L’ensemble de ces résultats nous laisse penser que les mutations de la f4GalT7 humaine en
position 225 et 229, affecte les interactions avec le 4-MOX mais ne semble pas altérer les

interactions entre I’enzyme et la protéine "core" des PGs endogénes ou de la décorine.
III. ETUDE DU ROLE DU PREMIER RESIDU HIS (His257) DU MOTIF HXH

Enfin, dans une approche complémentaire, j’ai étudié le role du résidu His257 hautement
conservé au sein de la famille des f4GalTs et entre les B4GalT7s de différentes especes, situé
dans le motif 6 (Publication n°l, Figure 1). Il a été suggéré que cet acide aminé serait

impliqué dans ’interaction avec les ions Mn*".
I11.1. Etudes in vitro/ex vivo

La substitution du résidu His257 par une Ala provoque une perte de 80% environ de I’activité

enzymatique par rapport a I’enzyme sauvage. De facon intéressante, le remplacement de
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I’His257 par une Arg abolit ’activité GalT de fagon compléte. Ce résultat est probablement

da a ’encombrement stérique occasionné par le groupement guanidine de I’ Arg (Figure 39).
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Figure 39. Détermination de I’effet des mutations conservative et non conservative du
résidu His257 sur P’activité GalT in vitro

Les essais enzymatiques ont été réalisés avec 40 pg de protéines totales de cellules HeLa transfectées
avec le géne codant la B4GalT7 sauvage ou mutée, en présence de 1 mM d’UDP-Gal, (0.05 uCi
UDP[U"C]Gal), 5 mM de 4-MOX et 100 mM de cacodylate de sodium contenant 10 mM d’ions

Mn**. ND, activité enzymatique non détectée. *, valeur d’activité significativement différente de
I’activité enzymatique mesurée pour I’enzyme sauvage a P<0.05.

J’ai poursuivi cette étude par I’analyse des conséquences de la mutation conservative et non
conservative du résidu His257 sur la capacité de la f4GalT7 a initier la synthése des chaines
de GAGs ex vivo, dans des cellules CHO-pgsB618.

Dans cet objectif, j’ai exprimé la f4GalT7 et les mutants dans des cellules CHO-pgsB618,
puis j’ai évalué le taux d’incorporation du *°S dans les chaines des GAGs synthétisées. Le
résultat obtenu montre que les deux mutants H257A et H257R sont incapables de restaurer la
formation des GAGs ex vivo de facon significative (Figure 40), confirmant un role important

de I’acide aminé en position 257 de la f4GalT7 humaine.
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Figure 40. Détermination de D’effet de la mutation de I’His257 sur Dinitiation de la

synthese des chaines de GAGX ex vivo

Les cellules CHO-pgsB618 préalablement transfectées par le plasmide vide ou portant le géne
d’intérét, ont été incubées pendant 8 h en présence de 10 pCi de *S. Les GAGs radiomarqués ont été
purifiés a partir du milieu comme décrit dans "matériels et méthodes". Les résultats sont présentés
sous forme de ratio de la radioactivité associée aux GAGs extraits des cellules transfectées avec le
geéne codant I’enzyme sauvage ou mutée par rapport a la radioactivité associée aux GAGs purifiés a
partir de cellules CHO-pgsB618 transfectées avec le plasmide vide. Chaque valeur correspond a la
moyenne de trois expériences indépendantes réalisées en double = SD. *, valeur significativement
différente comparée a la valeur correspondant aux cellules transfectées par le plasmide vide, a P<0.05.

IIL.2. Activation de la 4GalT7 sauvage et du mutant H257A par les cations divalents

Enfin, j’ai complété cette étude par une analyse de I’activation de la B4GalT7 par différents

cations divalents et de 1’effet de la mutation du résidu aminé His257 sur ce mécanisme.

On constate que la 4GalT7 humaine exprimée dans des cellules eucaryotes peut étre activée
par différents cations divalents. Ainsi j’ai pu mesurer ’activit¢ GalT de la f4GalT7 en
présence des cations métalliques Mn**, Mg*", Co™" et Ca’". L’activité la plus élevée est
obtenue en présence d’ions Mn®" suivie des ions Mg>", Co”" et la plus faible activité est
mesurée en présence d’ions Ca’". De fagon intéressante, le mutant H257A ne semble pas
avoir la méme préférence envers les cations divalents comparé a I’enzyme sauvage. En effet,
cette mutation produit une protéine incapable d’utiliser les cations Mg®" et Ca®" comme

catalyseur de la réaction. Ces résultats confirment que 1’acide aminé His257 de la f4GalT7
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humaine est impliqué dans la formation de liaisons de coordination avec les ions Mn”",

cependant cette étude doit étre approfondie pour confirmer ce postulat.
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Figure 41. Activation de la p4GalT7 sauvage humaine et du mutant H257A par les

cations divalents

Les essais enzymatiques ont été réalisés sur des homogénats cellulaires de cellules HeLa, transfectées
par le géne codant la f4GalT7 sauvage ou le mutant H257A. Les protéines totales ont été incubées
pendant 60 min a 37°C, en présence de 1 mM d’UDP-Gal, (0.05 uCi UDP[U'*C]Gal), 5 mM de 4-
MOX, 100 mM de cacodylate de sodium contenant 10 mM de cations divalents (Mn2+, Mg%, Co* ou
Ca®™). Les produits de la réaction ont été séparés par CLHP, comme décrit dans la section "matériels et
méthodes". Chaque valeur correspond a la moyenne + SD d’essais en double réalisés sur trois
transfections différentes. *, activation de 1’enzyme par le cation divalent est significativement
différente de I’activation de 1’enzyme sauvage a P<0.05.
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GACs are extenshely modifiad linear polysacchanids dains
nomally Ftached © core profens © fom proeoghyans. Thess
complex moderubes located on the cell surfaee and in ectraceliolar
mamices of winual by every ticoue mediae highly diverss loey cdl
even s, rang@ng from mechanical support inside and outside cdlls
to infricate effeds on 2 wide saniety of cellubar and biochemical
processes, such a5 blood cloming, cell adhesion, differendation,
profifeation and masl ity [7]. These fundions depend an inerac-
mions of the CAL dains with 2 vaney of moleculss induding
growth oo, oytolines and their necepnors, enpymessuch a5 ma-
inix proveases and cogulation Goors, 3 well 25 eoracd lular ma-
trix protesng |8 The synthesis of GAG dhains Sia gowern these
funceions & initated by e formation of 3 remasaoch anide linkage
region aompossd of glooomnie aod-galereegalarmes - aylose
(CIcART, 30l f 3l 4300 <) followed By the dongtion of the
rwo main fypes of GAGs (e heparin, heparan-sulae and dhom-
droitin:/dermagn-sulae ) 9] The T ermyme caalyss the
mransler of 3 galacmse (Gal) residue provided by UDP-ac-Cal
{UIDP-Laal) omto Xyl 2 ey sep in the synthesis of Se linkage regon
of AL dhains |10]. Since the formagion of this nker ferasacdha-
mide i reguined prior fo polymenzaion of both heparan-sulfae
and dermatan-chondroftin-sulfe duin, geneic defers of
PeCalTT sorongly affect the biological fonorons medi ared by CAGS,
inciud ing, g soe devedopment and differenriasion, kead ing to sesere
cllinical features tha are characenisec of the pogeriaaype ariant
foms of DS [12].

Although the alterasons in CAG syrehests have bemn well de-
fined fram smdiss periormed in fibroblasrs of pdens affecad
by progenodd form of B, the conssquences of these gene mug-
e on T pmperties hawe not v been dmesstigaed ar the
moksoolar level By soe-direcred mimagenesis and inowviono and
X ¥ivo Knedc shudies, comiined fo compuer-aded modaling
of e human protein strochure, we dedpherd the mechanisms
by which the A1ZED, L206F and FETOC mutzions affect p4lall?
function and disnpt GAG synihests paiways in Se EDS congani-

tall ghyooeylation di sonder.

E Materials and methods
2.1, Mzierizls

&Myl umbediiferyl-p-oaylopyranoside [ 4-MUX), UIDP-3--
galacoge (UDP-Cal) wers provided by Sioma-Abdrich, and
UDP] C]Gal and Mag 5™ B0y was from Pesin —Eimer. The sulary-
ofic spression wedor peDMAZN(=) and ompeent One Shor™
Tap1 0 Escherinbis codi ool bs were from Imvitrogen Fisher Soensfic,
and pET-41a+)wactar and £ cedl BL2 1(DE3) cellls were fram Nova-
gen-EMD 4Ricsd ences.

Z.Z. Bxpressian WeOnT comnuaien

The human pafTT sequence was doned as pewiously de-
soribed |11] For expression of fGTT in mammalian cedls, the
full-length cDNA was modified by POR @ inclode 2 Kpnl sie and
a Kol onns ens s saquence at the 5 end, and a sequence enooding
a myc B (EOKWEEDL) and a Xhal site & the 3 end, prior subclon-
inginto the pall A3 1( =) to produce poDMA- R CATT. Forbacerial
exprazsion, a2 frunced foom of RCaITT was sxpresssd as a fusdon
protedn with ghoathione-5tran seraee (G5T) The saquence laciing
codans for the 60 N-terminal amino a0ds was amplified fram foll-
l=ngrh dMA nsing the conesponding primers mduding Mool and
Mol sives and subdoned D the pET-41ai=) veomr [Movagen,
EMDdBics dences) 1o produce plmmid pET-p4CalTs. Muratons
were generated using the QuichChange I ¥ site-directed mug-
genests kit (Smamgene), employing poDMNA-P4CATT or pET-

Taale T
Emrx peeretrn: of will -oyppe [HEATY s BIC BN o et Bor don or LDP-Call
axd the oo ML

By K (mM]UDRGe Ky (mM] &MU G (mM] by ()
B4CaTT?  04%i 003 0 + 0w ominm 114
IO 048ia18 B12 & 08 0 i0E MO

Enesr parereiers bt donor md sorpior bl e W eveina ed by
doubln winisie cortoy ueny 12 py pueifed ST GATY pofan o oncnis-
Eon of LIDP -Gl smd o 8- MUK v ooy e (] i % M. Dt weew Aised o B (1]
dmczird @ Sexon @ by sn-inee kot sjues ogpmon Dy s uxay B
S e proge e of Sagnad ing 900 MO, oot deer oo, . ook, mould mof be
s cxiely evalnated e BTN muitet onoe M UK 5 poosy mnbls = conee-
Tam By S 10 mM e eand o aevw o iy pune w st

LIy plasmids a5 nemplane and s2nse and anTieens: primers
lized in Tahle 1(Soppl=mentary dag)

2.3, Heralagaus exprecsion of wildfype ond munafed B80T

(HO psB-612 cells defertive in p40allT7 acdwity esablished by
Esko e al |12] were puxhased from the Amenian Type Cultone
Collecgion {ATOC) Colmred cells were individually monsfeded at
Bz conf] nency with wild-type and muated poiNA-pALATT pllas-
mids wsing ExCen 500 reagent (Euromedex, Soufiaiweyersham,
Franee ), acoonding to the mamufomners recommen darons. Cells
were harvested in phosp hate bofered saline (PRS) 42 b after trans.-
fecmion, peleed by centrifugasion ar 5000xg resospended in
025 M sooose, 5 md HEPES buffer (pH 7.4) and soniced dhres-
fold 5 = Proein concenmaton was deermined by the methad of
Bradiord | 13] prior to S05-PALE or act ity analyses Alematvely,
mransiectad cells wer translered to Labell ing mediom in the pres-
ence of 4310 prior o AL solaton, a5 desonibed bedow.

To express wild-type and mufaed CST-fLalT, E ool
BLETIDER) codls harbounng pET-RLalTT exprass ion weomr wene
growm in Lura-Bertand (LB ) mediom and gane SOprenuon was in-
duced warh 1 mid eop mip <f-o-h g choqryTan cesde (IFTE, Sug-
ma-Aldrich) added o bactena cultured ar 20°C for 16h. C5T-
LT proedns were purifiad by affinity chromatogaphy using
Clu s one Sapharoe™ 48 oodumee (CE Heaithoane Life Soenoes).

2.4 Galrmritrangieme argviy

The in witro assay of f4al T7 activity was performed 25 previ-
itk Iy desom e || 11]. Reactions were parfomed in 100m sod fom
cacodylate buffer (pH 7.4) conm@ining 10 mM Mndl;, 1 md LIDP-
Caall, 005 il UDPJUME eal 5 mdd 4-800% and £0 pg of total ol
profeinor 0 pg ponified prorein. Inoobations were @mied oot at
37 *C for 3050 min in atotal wolume of 50 W, and neoion prod-
Wi were separated by thin byer chomamgraphy | 141 5] For -
medi sodes, rexoon  prodocs wene analyzed by fugh
performance liquid chraomamgraphy (HPLC) using 2 mveme phase
Cix codumn agached 1o 2 Wahes 5595 instrument quipped wim
2 Brriickd FLoWS1ar R Qeca CORETY (o i

2.5 Kinark anslyns

The ldnetic parameters for UDP-Cal and 2-MUN were dater-
mined psing douhle subimar finstics with concenmasons of
LIDP-Lal amd 4-MUX vargng between O and 5mM by non-knear
regression nsing Sigma Plor™. Data were analyzed for 2 reo-so b
sirate system by fitfing o an eguation for ssquential symmemical
inimal wSoCiy pademn, equanon below (ondened o random equo-
libsum mechanism )| 1617 | In Sis aquaion Vs i he maximum
welnaty, [A] i the concentation of UDP-Cal, and [B] the mncen-
raticn of ML K and Ky, are e troe K, for donor and acceprar
sulbmmates and K, i the dissooation constant for UDP-Gal
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26 Analysis f GAG syathests by Mo "5 50y inmpenation

To anadyze CAC chan synfess infled fom sogenously
added myloside, THO psB-618 el mansfeced with wild-type,
muan poiA- BT, or empty vedor (mock) wene incubaied
for 12h in Fischer's medium containing 10 poyjmi Maf=s]50, i
the pesence or absence of 4-MUX (0-10 pM ). Mediom. (1 mi}
was applied © 2 G50 oolumn 1o separae non-noopomted @dio-
absild subbe, and CALS present in the eluares were quannified
Iy srintillas on counting o resohved by SDS-PACE using Crienion
Precat geb (4153 BbE-Tns, Bo-Rad) and wsmited by
ammradicgranin.

27, indirect trmumefiusneom o shatuing of recombinest CHO prsd-
518 ik

Ind erect immu nofloorescence mainin g of cefl surface proteogy-
can GALG chains in CHD prsB-618 manseoed cells was periormed
aspreviously desoribed |1 2] using mouse ang-haparan-sulfane pri-
mary armibodies (10F4 | 19], Sxikagaioy Corporason )and AlxaFiuor
4Z2.con jugated goat ane-mouse seoondary anhodies [ Moleon b
Prohes finsitrogen | Wild-aype and muaed faiTT protens o
preseed in 040 prsB6 12 mansdeced cefic wene simultanoushy
mmmogined fllowing  Tomn-X100-permeahilraion  oxing

amtsmyc primany anmibodes and AlevaFluor S4-onjugaad goat
ame smaoitse seoondary antihodies, fallowing the ame procedoe.

28 Molsruby modalling of leomen fALal7 choscne

The maerular moded of the homan pTT was bollt osing
Modefler wersion B2 |30, hased of the strucmre of monomer A
of bovine fCaiT mmplexsd with UDP-Cal (PUB entry 1008 )
|21} The enerngy of the resulting moded was minimized using Sie
Amber simuizion pegram veson 3 [22] Canges of Sie atoms
of UDP-Lal were cboised using the CABRSIANGY pdag (23]
and the HFE-31 G hasis set Aom-centered chasges were fied
with Amechamber module of Amber 2 [22]. Mr™ parameters
awilabie from Amber sie (hetpy) amb ermdieng ). Dodiong of LIDP-
Gal-Mn** camplex in ghe human fCETT strooure was parirmed
marmally hased an the pestion of this lznd in howine BT
The whole system was solvared, the enesgy was mimimied and
submired to mobsoolar dynamics & 300K A mode for 3 O
wyinsyipephide rresponding o the 15 Nowrminal amino acids
of human deoorin | EDEASC CPRPODE | containing Xyl agached
to Ser Oy (Nedemrin-Xyl) was gnerated wmsing the AMEER|
CIYCAM Inpur Coofigaraor server (hieq: (igiycam. oo aga.edu |
MVBER . Diodidng M-decorin-Xu inin fGaiTT accepor binding sie
was pedformed manually hased on the position of the st M-acet
yl-gluoamine in Sie stuce of bovine fCET) (PDB engy
1TW3), and this model was submimed 1o mergy minimizaion
and molecolar dynamics a5 desonihed ahowe. Finally, the moded
of homan P47 was mmpared © fe oy@ad swoore of
Dirosophila fCATT (POB enty 3IWE) using e Dall program for
[inCesn SrOCEIre comantson aval b be 2t ) eichidna biooenter.
hedsinid fi daliserver| [24]

25, Simichion) auslyss

Alldza are presented 25 mean £ 0. of ghree defenmin Zions on

at beast teen 55 of ecperiments. For comparnison amang multiple
groups. ane-way an dysi ol wnance (ANIVA ) ol owed by Bonler

- - =

Apmillc Activry
Ll o' o prrsani

b

B

T LB ATEI ey BT

=

iy L Gty e sy of D5 3MITT mend opresed o CHO
mndd il mweedh MUK Agvey of wid-type od muizss arEme wa
wvainsiod mmg § m MUK smnd T o LW -Gl | 008 i) LEWUC [Cal] m B
ey of 40 gy cell Aoregpen atr. Tha et mm pmcdes) wars arper sl by B
W T rseny, wvesed By e sk onsa Ty aan 1 emer ) el g -
i by srnglaton ron ey, Tets v Samen £ 50 a1, PA0E

romni [past-hoc comedtion Tes ws e, Stanisnicl analyses were
pesformed using GraphPad Prism software (wersion 500

1 Hisubts

3. ES muimns exkbit barge differences in fA0ATT artviry and
kneds poperties

Wild-rype FULITT, and A1ES0, LA0EP and 10700 moants wee
expressed as full-bmn gth proteins in CHO pgsB-61 8 cells and teed
for in ¥ galr ey manskerase asvity oeing £-MUK a5 acepior
subsirae. Bz, 1 reveled Lnge differences in mhoosgyiman sk
sty between wild -fype and manantenzymes, ddimgh the =-
o binant protedns wene expressed & smilar lewd, 25 indicared by
immunotdar analysis using antl-mye anfibodies (nof shown ). The
LT A 186D mutant exhibited nine-gmes lower acivity than
willd-type. whereas o betimson of LewhDE with Fro led to an inac-
gve emmyme. The BLCATT-RITOC mutant caabyred the transfer of
el onm &ML w2 speafic aaivity reaching about GBI gar of
e wikd-Type eryme.

Ta further analyze de lonenic properoes of EDS-RCATT mo-
G, tie caalyec doman of wild-gype and mutant enzymes
was produced a5 2 soluble prowin fised to (5T in £ ool The
recombinant wild-nype enmyme, and pCalT7-A1260 and REm0C
marans were parified to apparent homogensty by affniny chnos
matggraphy (Hg 2. Deemminaion of Se knes pamees of
tie punified enzymes showed thar the wild-type G37- MGTT
thusi on protsin was highly aaive with a ko upo 135 (Takie 1)
Famhermore, the Ky, vaue of this eyme towards UDP-Cal and
481K was abour 045 mM and 060 mM, respeaively. These sl
esarein the ame @nge & appanent Ky, deermined for the mem-
brane-bound ermyme spessed in Hela cells (dag nat shown)
indicaring that expression of the cralytic domain le laddng
she transmem brane domain and sem region did nor subaamially
affers s hctrane binding and caralysc popenties of the enryme. The
& valoe for CST-RaiTT owarnds UDPLal was alsa in the ame
range as reparted by Pk = al |25), for dhe human paCalmr
epressed in fosion with galectn (e 051 mM )

Conslsent with the low ol of aofvity deteried for the
LT A1E6D merant expressed in deficient CHO cells, this var
fant showed lide acovity when produced in baceria, preventing
further ikinesc analyses. The P4LalTT-1206F mmant, which Laded
actidty in eukarposs ol was mainky prodoced as insoluble
imactive pmtedn when acpressed in E ooll (B 2] These nesulrs
indicate gut schange of leucine a1 posinon 206 to 2 proline
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residue probably affecsd preem folding and dramaically m-
pained i fonchion. In conirast, sobstiiuson of AgZT0 to oysheine
resoited in 2 f4CaiT7 potedn which retained aoivity Imeestingly,
whereas the Ky, valpe of the B ITT-FETOC munant fowands UIDP-
Cal was similarto thataof the wild-type mnzyme its Jffinity for the
wylosid e aocepior s berane £ MUK was dramat cally radoced (10

times higher Ky, vaine comared o wild-rypel.
3.2 Mok cular madalling of dnmman fAGHTT

A modecular modd of human p4GCaTT was bollt hased on the
strucsue of bowine BCAT] i complex wath UDP-Cal mdecoke
{PIR 100R). The position of A 186, 1206 and ¥270 e highlighred
in the smoore i shown InFE. 5, paned A We 2l med Sie aystal
s of fe bowvine LT 0 omplex with an ol gosacda-
ride acepor subsirae, & emplae (FDE 1TWS), 1o generae a
moeded of the human f4lEdTF accemor binding site confaining &-
deconn-Xyl The results shown Hg- 58 suggest 2 potengal inerac-
tion befwesn ArgZT0 and che serine residoe of decornin peptide.
Funthesmone, we curmied ou t2 50 ped mposition of the modeliad ho-
man pLATT and of dhe cppsral smore of Desophila fCaTT
[ PDE 31WE |36, by strocmne alignment osing Dali program |24
{Sopplemangry dea, Fig. 1) The resuls show a Zocore of 728
and 2 FEMED (Root mean standamd devistion) of 26 A indicsng a
good fit herwesn the seocmes of mod dled homan an dDnosop hila
PALalTT. The two srochures exhiter 3 very similar organization of
the core protein with AL1SE and Lea?06 (numbered in human
a7 locared in 2 semndary STUCTIrS & vinanment similar to
that of Ala 163 and Val123 [ numbened in fly B4CITT) (Supp lamen-
tary dam, HE 1). On She afer hand, Ang270 is loczed at se sur
fae of G2 proedn, in 2 b=s comsenved suowrad damain
hetween human andifly pCaITT proedns. in the cae of §e protein
fram Drosophila, sis domain comraing 2 disulfide bond berwesn
Cys 255 and Cys310 [26], which & nat present in human, comnibu-
ing o a different secondary scme of ghe Cotesninal parm of the
paCaITT pravein companed to s human counterpant domain can
taining ArgZT0L

3.3 Hject of EDN suuintens en AL symthess i CHO pi-518 ok

We rear designed a2 senes of appenimens © derrmine the
functona conseguences of EDS mafatons on fAGaTT achary
ex wiva For this porposs, we analyred S apacty of wild-rype
and mitared eneymes © prime GAC synthesis on the exogenous
Peparyioside 4-MU, in MCaTT-defident (HD pEsB-612 ool
The rae of CAG synthesis was evaluated in moombinane oells as

a funoion of xyloside concen Tason . Resuless hown in Fig- 34 indi-
cae S expres sion of wiid-fype BALATT in thess cedls indoced
CcoEnEton-dependent inmease in CAC synthess. Mo demabie
| |- ncogpoation was deedted in modk-mansfered cells, op
1o 10 pd 480 concemraion (Fig 340 In oon firmation of thess
obmervations, SD5-PALE analyss revealed the presence of radiola-
hefied CAL daing in plaiTT-masieas 0HO -8 ol
upon addinen of 40D whersas no @dnaoivity oold be de-
rered in miock-transeoed celc or when addmion of wyloside
was omited (Fig. 38). Interestingly, aithough she p4Ga TT-A1860
marant exhibited low in vimo enzyme aoviny, this varam was
e o prime CALC gynthesis in CHD deficent cefis up o 2 genthesis
rae reaching rwo-thind that of the wild fype ereyme 2 the high-
et concemraion of MUK (Fig 3A) The pesence of radiols bel lad

T
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L R B I e
BGATT ook AOBED IR TN

LT

Mg ) Easin of GG chen ymisas fom SMUOE m (90 gpd3E10 oo
Oy wid- fyar or B MIGETY mmite. Gty woederd o 8 ¢ T ol i -
wall plaan were oxbredudly membcoed wi N A& MCETY or AT, LN,
Exl 20K mutrwz (A] Dnesa of GAG ynfwmm & 5 Geweom of 400I-
come meTn. 24 inllowny mxw et o, cely wese oxu betwd o) S@peomewa®
M | M0, | el mowamy conomEsEny o 4-MUIK e 120 et CAC onletn
i quantfasm by o et n ounag | 1] st e of rakokowlsd
CEAIG chama mnletnd fom cond isonnd medinm of secombimen i OO A 1 ool
wnbated m e preweee of Ma" 0 4 ML (5 M
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CAC chains was confirmed by SDS-PACE analysss in the culure
medium of cells mansieced by thes matant in the presance of 4
MUX (Fig. 38). Rurthermore, She M OCIT7-1L206P mutant echi hivd
no CAC prur ty Dwards & MUX in mandfecedcals con

enzyme in voo In agmement, no radiolabelied CAC chains
wer absarved upon @l Searop S5 nByss in those cdis In
the presence of &MUX (Fig. 3). pCaITT K2 mutam was Bile
1o produce 3 signihaant inarexse in CAG sy s rae X afunc
tion of £ MUX concenmaton Ahoug at 3 lower ieve compand
to the wild-aype ezyme. This result &5 in greement with e
in vitm kinetic propesties of Shis meeant, whichwere charxeraed
by a stongdecreass in 280 ity towands xyloside acceptor subsTate
and reduced &fhciency compared © thewid aype pACIITT

To further determine the consequences of EDS mutazons on
CAC symhesis we amied o immunodiuorescence nayes of
hepaansuiQe expression in A7 defecive CHO prsB 618
cells transiecred with the corres ponding ¢ DINAS, since (T was prevs

ously reported thax wild-oype CHOKY cedls predominantly pro
duce heparan-sul Qe CAC chains [12]. A prominent staining of
cell membrane heparansulQres by 10ES anebodies (e hepa
ran-sulQte), was observed In CHO @& B618 cells manslecred with
wild type peLa and s sQININE paTern was 2 socated with
wpical Colpl patern of the recombinant pmtedn revealed
With ang myc antibodies (Fig. 4) As expeced, no hepaan-sulQe
expression could be deteaad In modktansieasd (HO p=B618
celis by indirect immunofioorescence anaysis The inaceliular
oaton of MIITT-AISED, and of MCITT-RZ70C mutant was
smi L to thar of e wild ¢ype exhibiting typxcal Colt staning
(Fig. 4). In addition, these mutanss were Jblie to restare heparan
sulfze cdl suror aprsaan mveded by 10ES antibodes, con
firmi ng & vivo galaosylTansienase naywes Indic ing that they
were 2hie 1o sustain, at kast pars iy CAC chan priming in deh
aemt CHO cedis By comtrast aithough the RQIT71206F muam
WS expressad, 2% shown by intracciular SIMINE wsing anNS-myc
anshod s, o membane samnngof calular heparan sulQte cauld
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g 5. Molerule meskeSn g of mmen MCaT ewrare (A The okl of S SdT?
Eawrd o Ereew HGETT nommples wisy LER-CE [FTH ey 10E] naxmwa n
"mbbon™ el of LE- Gl 1 "ibcin”. Posiom of AL, L 06 od A2 70 e
apalghind @ haly-aul-dca” (1] The oxdd of fw sopae bxing w of
A J4CETT. Pmom N-dicoen-Re oo oo Fpibmpgen bonch Beaewess

A2 T M G V] sl e i chan of S afachd i Kyl (N-decooa-El] mw
o o e domed o

e geen, condi rming that this muant eeered e mes severe aliea
on GAC gynthesic. Similar to previous repont 4], exprescian of this

marant exhibited a diffuse pagtern (Fig 4). soggest ng aliogether
that 1306 so b gion resufts in 2 conformagonal dange of the

T proedn, los of aodsiy and abtewd imracediular
irafficking.

&4 Discuss ban

Individuals affemed by the progenoid sype BDG suffer from se-
vere dinfal mandesations indoding craniofaoal and shedeal
abnormalises, devdopmental rerardation and aged appearance
|1]- Alhough deradled smdies on the medhanisms of GAL aivea.
tians contnibanng o e compler parhology of this genetic disor
der hawe been camed o in sidn fibroblass from dfeced
patients [5,6) she molecular basks underdying piTT defidency
5 not yet fully onderonod. Here, we invest@red the moleacuiar
consequences of progemid fype B moations A1B50, LI0EP,
and F2TOC an (i) pLaiTT enzyme acivity and fonesc pmp erties
in witrg, and (H) & w0 GAL cain gymhess in defeoive THO
PEsB-61% cells. Thess approaches, combined with compoer-aidad
madelling of ge srocore of human pGalTT and 65 accepuor
hinding site, allowed us o edud dee the meachaniams mndsding

PeCaiTT funce onal defecs in EDS congenimd ghyooylagan disor
der. The paalTT-deficlent (HO prsB-618 bne was transfeaed
with wild-type, Al 56D, L306F or K2 TOC dONA with the msulsng
patern of acriviges, (i) pACITT-A1EED mutant exhihired abour
10 acaivity of wild-rype; (i) muaion of lodne & poxigon 206
1o proline abalished activiry; (il galaoogyimanderace acvity of
the RUCaTT-FFTO0 mutant was redoced two-fold cmpaed o
willd aype. To aoess the fundionad consequences of e mutaions
in CHO pgsB-618 transioed cells, we developed two approaches.
Firstly, we studied S effect of the suppl=menation of £-MUK an
AL symihesis. Seoondly we amalyzed the restoration of heparan -
sulfe sxpression by indirect mmonoflocresence analysis Ex
wivo kol nenic smdies of GAG syndheas revealed sha expression of
the P4CAITT-A1560 mutamnt partiadly restoed GALC priming oom -
pared m the wild-fype enzyme Immencs@ining of heparan-sul -
fate chatns in PACAMT7-A1EED iranseded ol aso revealed 2
panem s melar fo that observed upon expression of the wild-type
erzyme. These ob servasion s aonnoboraie previows repon indi@ang
that s mumnt restoed CAL syntheds hased on flow oprometry
amalysis |4 | 1% should be noted that the redocgonin a7 galac-
tospiimnsdease acgviny in wiro due to e A 1350 substingtion was
greater than the decrease in GAGC priming evaluased in the CHO
pEsh-6 12 Inbestingly, it was repamed thatthis mo@tion caused
2 larger eduction in apparent Ky of PHETT fowands LIDP-(a
rhan acoepon suls rae [10]- Since UIDP-Cal serves 35 2 sugar donior
for smerad paicospimanslerses imvobved In glyoopmtedn and
GAG synthesis, the mncenmation of this molerols might not been
rae-limigng, thus pocsh by explainin g the moderaie effect of the
FlaiT7-A1 85D maraion &x i,

Comparison of the mmssquences of the three peneric mufations
of palaiTT @asing the progemdd form of B resealed thar ondy
su e mrtion of ksucine at position 206 with podine, bad ©© 2 .0om-
piete bass of eyme aafviry Our esols showed tha this moram:
was urahie to prime AL synsheshs from emogenous wyiosids 4.
ML, nor resmne heparan-soffEe axpression in CHO pEsB-518
dedecrive ool £ Maobrnlar modefiing of the bnman pAGaTT proten,
camparisan of this mode! o the onysal stroctore o Sz Drosophila
pLalTT [26], and multiple sequence dgnment shodies provide
cloes to explain shis effea Indeed, Le2ud0s i sorongly oomserved
in pACaiTT-refatad sequences Fmong varons animal sparies { Ta-
haoar, I, Orial © = 2l unpublished) In our maded of the human
LT smomre | s22 Fig. 54 ) S msdoe s poimonsd i a small
consereed fosheet smilardy o its countempat VallE9 in Dinesoph -
il peial T7 20 strocmre (e By 1 Sopplementany dag ) Introdu
tion of a profine reddoe ar tis posigon has been prediced o
dismpt the serondany o even the tertiany srooone of the protedn
| 26] In agreemens with ghis 2ssompe on, we foond Sia in onTas
mmnmmmqmmmmdmnmpwu
expressed 20 dnsol ohle inactive materdal in E ool

It was prewion shy shovn by Sedierer al | 5] thar pBCalTT .
Ity wwands pam-nitrophemyd Xyl in sion fibmobl o of pasent har
hovurin g the: B XT00D momtion was neduced companed o fibrobles
fram healsiy padenrs in agreemen wirh this finding. comparison
off in wittoand ex W aciviry of Rl IT7-FXT00 murant expnes s
in CHO pgsB-&15-defeative cdlks showed a deoreaseof bath in witra
galarmrymanderase aoiy and GAG priming. Investigadm of
the idnetic propemies of the pusfied murant enzyme fllowing
expression in £ odl shed light on de biochemica hasis of
feCalTT-alered fonceon upon maraion A lange decrease in affin
Iy mwands 4-MUN aoceptor s uberate was noticed for this mogne,
SUggesting DX AFNine 1o oysedne replloement X position 170
may aler she onganration of ghe aoceptor binding site. An inoease
i K, walue upon BI00 maraion was also obmereed when osing a
symthetic gha neserme- XNyl derhatiee 25 accepor substare (data
nat s homn ). Intemstingly, maleoolar madedling of fCaITT bound
to ¥yl asached o the ssdne of 2 deoonin pepride prediosd thar
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ArgIT0 s located in the widininy of e e proedn of s prone-
givan (Rg. 58), whidch giycanation is afecied in EDS |5). In e
Drosopihil 3 strocture, i has been found that LysS4 | oonmesp onding

10 AFZT0 I primary ssquence 2ipnment) & ooed X the Cqer
mina and of the long flecbie loop (residuss 242-755), and e

authors prediced that 2 cystene substitution may affea the on-
formarional fleckbilisy of this koop | 26]. Noewarth y, proredn coms
parisan of the Caeminal domaln comaining ArgZ70 indices
tha haman and Dircesop hila. T stroounes presanta deffenant
semonda iy suchure argan mtion. Thenedfore, oystal smuciure neso-
lution f the human FGITT i compiex with acepor subsmae i
requined to definitively ssabilish the consequences of E2T0C-HS
MU anion.

In comd nsion, based on cumentresol s, we proposs the fodiow-
ing molecular hasts undesting pogerodd oype BS (1) Although
the AL1ES to asparfae replacement strongly reduced n wimo
MG TT eneyme aowity when expressed in deficent-0HD pgsB-
612 cedls and in £ oodl, the omsequences of this mutation on
CAL symhests ane mech less pronounced. This finding suggests
tha this magation is not the primary cuse for the alteration of
AL synithes s obsarved in the EDS patient cammying the compound
A1 550 and 1206P muiason s | 2) In comirast, the dramasc effeo of
LE0EP both on in witno and ex sivo RGITT acivity @n be ammib
wed fo 2 major mnionmational change induced by e lwone o
prodine subs@iution at this position. This & liely 10 acoount for
the abteration of CAC synthesis in the progeroid FDS patient cny-
ing the compound mutatdons. (3) The paiT7-E2 700 mutant
exhiibited 2 stong demease in affinity togerher with 2 demeased
araytic effickency thar rarslated oo 3 reduced ahility © prime
AL syndhesls upon expression in flaiTT-deficient cdle These
moderular aitegrions are ey o case the alered CAL ssucmre
and aonnecive tisene dissrder otsarved in the patient @rmying a
homeorygous miraston of RACaITT ar this position
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Appendic A Suppl ementary data

Supplementarny data assocated wirh this amicke @n be foond, in
the online version, at doi: 0007 &) febeler 201 008001,

Raerences

1] Eomam, FL Boshog 5. Gemin, [, Aolouan §, Gl |, Okeds 5 md
Tomaem. T. [1 3] Cyxrmannogire-ies 1malll s e oo amea
m wrwimd by Swohimin fom o pebesl Wi @ opmimee by
pogpeml. An | Hom Cess. 41, 478471

2l I'n'pl:-l.l-l'lq..l.l.l.i,s.ﬂ A-Ak M ALNumeicw M5 Eemedy, 5, K-
Thew, G, Tue, LC el Tesls, AS [20H ] A vl mmamw mutsson @ S
e o ke o -l I,l-ll.'-l.EI'?'l—-.ll.-:lll:lhh-. l.l:l:lﬂl
i ol Dy - e o= | typm. Aem |
Mol Comsi. A 1208, -4

[A] Queen, £, E.IilL:l.ﬂ- Lllﬂl.—.l,l'l.ll.'lluﬂ—.'h‘lI_
By W ey primgirer §deayd o §
defimmry n Swohing fm o petmi wilh o poged rynbome. Froc
M Aced S LEA BT 1342-1 046

4] Clexgima, T, Pz, 5, For e, £ e G, T, [1999] Moleroler b
dr B pogend vt of Dieslombn yndome. Ideedosm od
cursterrston ol fan Mmtste o pdetnyionbrew | poe | Sol
e, 274, 200 -85,

(2] e B et 1L, o W Zank 5L T A
L il Gl . :nui-m e —

.—ﬂ:ﬂ.—-—qmn—lphn:_d-u- Srmnlat ol
a1 Bl -0 namdmme pate cxrpag S a2 A A mhaemmn
i ey e me DAGET-T] | Mok Med B SE-3 94

8] GEo, M, Spimam. 0, Bp W, Vesag I, Tchemeps PG, W
Hopprwis, TH oxl Bael L (28] oy = g mifde aw
maxisind we delaypd wosl span, sl ol migaim, aiEmon od
cmnEmrsledy ;. Bve e wits desman 1 [ HCET-T] e [} J T B
Db wadrome. Hum Mol Gmet 17, 381009

7] Bafm (3, Kiruts K snd Loocdadi, L[ 3NE | Prosopyces exi sofssed
Fyoam nogyean or Bamss of Gyaohology (Voo &, Commng, 10,
Ealm, (0, Beem, F1H, Sinley, T, Soima, (O, et O, e Tirler, ML,
N | 2wl min, ikl Sprig Flachor Leb ety Poom, Coil Sy Fae b (50
B i 1

(0] Mo |,
AepEm

in

[9] Prycr, i sl Dl 10T, | 2000 |Sym e srwd ooy of progeogbyoma | Cell
%o TO [ 3] 19-2m

[10] Aoweds X, Lewey, 55, Mndd 0, Enmw, B, Scyslentek, T, Seaws, 19
ol (lene, M [12H] Gmny @d g o 5 prosogiyee WO
ﬂ-—rmmg“——-l A jraeEn methe of Ew
s A g s vy = an Sauly. | Bind Cleen, 774, 2618 5-2 171

1] Colleety 5, LeSed ¥, Fondee, M, jeguews, [0, Mol G, Mo 7,
m,:.m;u.—:nmsuumn_u_-ﬂ
wmiem of oipnetesh e cecly nfexe B cevey o
o 1A gt e 7 (G- e 31 - ek o o oy e aew e aw
I GEAT-] ewvnlvrd o Bw BDorySen oF S giYCTmen i ogtys -5y onen
I lesge repmin of g ol L Bol Cwn. 36, 417143

113 Esko, O, Wienke, [, Tapne 'WEL, Ddarg G, Bodm, L Ao S amash, ©
exi Cowsh, A [197] mhchima of camdmen exl g e
boynmhan o Ciome mnoe ey ool msen daieess @
pearEanrEmtrnEl [ Aol Cwen 302 TZIES-1 2194

[13] e e, AL AL | 15T | A, el .:d T wEmd Ar oW gueT ke of

BIr == | N f e na -y xing

Anal Socem 72 ME-2H

[ Bl SX e Cemme, Tllmji-ﬂmilﬂ e Ew sy of oodiow

FU M -y

o 0, By | mnd Deda ] L (200K | SnSrecin o Embwee
md puinr S cmopio! yprclicky . | Cell Bol 174 10-

wdnrdpamgho - Cgumane . Fl.l.l:l.'-.ﬂl.lzl-

3] L 0, Fesrsd-Gymux, 5, Do, L, Molls G, Me@o, P, Maglsion, | msd
mﬂmﬂu—ulmd-ﬂm:-ﬁl
ks Ew rity of Ew mmum
Loy o oot e 1A, ) Aol Cheen, 302, 991 4100004

[18] Seped LM [197Y] Nspd opethewn bDwstsE ool Erwstad
A iEm ey  Keweo, mp. 37 -HA o Wiy B Som, New el

1] t:qlqu r.r.|2|m|m|u.:- 1 matel b ndoy a8n = v
(= o 31 Ay w12, 3 -4

o] Mg O, Owoeew, M, Telums, [, S, !,I':yd:,l..l’.u‘.—,!.‘l' od
Forow-Lagi x, 5 (A 0] Gapmmre mesysason- R o
s il o OHuteER T e RO comhmn o Ew
EWE e oyg e ol M-I o s oens e PG | 24, 400 -4

19 D, i, S XML Wi cher Schusem, 1., G, [ el W des B, H.
[1393] Drempmers s @ wpea uies cossar o oo
deteremn wesh mAbs. L Cel Bl 119, 981-57,

(0] Sai, & swd Dbeokell T2 | TS | C oo o v gt ol el by nasafecena
o ot el o cxmn. § Mol Sl 294, TR

[21] Rensirafne 1, iy P and Qebe P (X07] Cyksl e of J14-
sonrsmiens comgsr wel UG rewds @ obpo o chuesde
mregio lming xie | Mol Bnl T8 491- 590
Cow, DA ol (N1 A B, Ubwreesiry of Cafforms, Sum Pondaen
Fexh ML = 2 (15898 Canson S (Seeswon A TL2 ] Coowes i,
Feboga, ML

124 Hoim, L ad Eenemtamm, P30 Dt e conasvason. musmoy = 10
Mt Actch B B [Sappl | WS- WHE

2] Pk, M, oo, £ Ronsicaines, 5. exd Qobs, PE (010 Galesn- |
= 2 baon e b S podacEo of ioishis ed fobied ko 3-14-
F:n-.-.i-.-n-t.rd-.-:-lq.:.-.cnnma,m-

= h_'lh-. 3wl Gmim P [ 30| Comisl nfncum of Ew casl@c
domuam of Demopiels 1 4 Cllecamyl oemdeser- 7. § Bol Cen 294, 1990149-
=




Supplementary Data

Figure 1
A
LLL LLEEEEEEEE LLLHHHHHHH HHHHHHHHHH LLLEEEEEEE EELLLLLLLH
HHHHHHHHHH
Drosophila - GAS VHKMALLVPF RDRFEELLQF VPHMTAFLKR QGVAHHIFVL NQVDRFRFNR ASLINVGFQF
Human ~ EHWEEDASWG PHRLAVLVPF RERFEELLVF VPHMRRFLSR KKIRHHIYVL NQVDHFRFNR AALINVGFLE
LLLLLLLLLL LLLEEEEEEE LLLLLHHHLH HHHHHHHHHH LLLLEEEEEE EELLLLLLLH HHHHHHHHHL
169 189
| |
LLLLLLEEEE ELLLEEELLL LLLLLILLLL LLEELLIL LLL LLLL LLLLLEEEEE HHHHHHLLLL

Drosophila ASDVYDYIAM HDVDLLPLND NLLYEyPSSL GPLHIAgpkL HPK---YHYD NFVGGILLVR REHFKQMNGM
Human SSNSTDYIAM HDVDLLPLNE ELDYG-FPEA GPFHVA---S PELHPLYHYK TYVGGILLLS KQHYRLCNGM
LLLLLLEEEE LLLLEEELLL LLLLL-LLLL LLEELL L LLLLLLLLLL LLLLLLEEEE HHHHHHHLLL

| [
186 206

258

|
LLLLLLLLLH HHHHHHHHHH LLLLLLLLLl LLLLIILEE ELLLILLLL  LLLLLIH HHHhLLLL
Drosophila  SNQYWGWGLE DDEFFVRIRD AGLQVTRPQn IKTGtndTFS HIHNryHRKR --DTQKCfnQ KEMtRKRD--
Human SNRFWGWGRE DDEFYRRIKG AGLQLFRPS- GITT---GYK TFRH--LHDP AWRKRDQK-R IAA-QKQEQF
LLLLLLLLLH HHHHHHHHHH LLLLLLLLL LLLL LEE ELLL LLLL LLLLLLLL L LEE-ELLHHH

|
270

LLLLHH-H LLEEEEEEEE EEEL leEE EEEEEEELLL Llllhhhlll
Drosophila --HKTGLD-N VKYKILKVHE MLID--qvPV TILNILLDCD Vnktpwcdcs
Human KVDREGGLNT VKYHVASRTA LSVGGAPCTV LNIMLDCDKT A---------
HHHHLLLLLL LLLEEEELLL LLLLLLLLLL LEEEEELLLL L




Caractérisation enzymatique des mutations de la f46alT7 humaine

associées au syndrome progéroide d'Ehlers-Danlos

Bien que les mutations de la P4GalT7 humaine a I’origine de la forme progéroide du
syndrome d’Ehlers-Danlos aient été identifiées depuis plusieurs années, on ne dispose que de
données limitées sur les caractéristiques enzymatiques des mutants associés a cette maladie
génétique. La deuxiéme partie de ma theése a été consacrée a la caractérisation moléculaire des
mutants A186D, L206P et R270C, afin de comprendre le mécanisme par lequel les mutations
génétiques de la f4GalT7 humaine altérent le processus de synthese des chaines de GAGs

des PGs.
Cette étude a fait I’objet de la Publication n°® 2

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF B1,4-GALACTOSYLTRANSFERASE 7
GENETIC MUTATIONS LINKED TO THE PROGEROID FORM OF EHLERS-DANLOS
SYNDROME (EDS)

Ibtissam Talhaoui*, Catherine Bui*, Matthieu Chabel, Guillermo Mulliert, Michael W.H.

Coughtrie, Mohamed Ouzzine, Sylvie Fournel-Gigleux.
* These authors equally contributed to this work

FEBS Lett. (2010) 584; 3962-8

1. Analyse de D’effet des mutations associées au syndrome progéroide d’Ehlers-

Danlos sur ’activité enzymatique de la p4GalT7 humaine et ses propriétés cinétiques

Dans un premier temps, nous avons exprimé la f4GalT7 humaine sauvage et les mutants
A186D, L206P et R270C dans les cellules CHO-pgsB618 déficientes, et nous avons évalué
I’activité enzymatique GalT, in vitro, en présence de 4-MOX comme substrat accepteur.
Simultanément, nous avons analysé le taux d’expression de la f4GalT7 et des trois mutants

par immunoblot.
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Figure 42 . Analyse du taux d’expression de la f4GalT7 sauvage et des mutants Ehlers-

Danlos par immunoblot

20 pg de protéines totales ont été déposés par puit. Les protéines recombinantes exprimées dans les
cellules CHO-pgsB618 ont été révélées au moyen d’anticorps anti-Myc, comme décrit dans "matériels
et méthodes".

La Figure 42 montre que le niveau d’expression de ces protéines recombinantes humaines

produites dans les cellules CHO-pgsB618 est comparable.

La mutation de 1’Alal86 en Asp réduit fortement 1’activité de la f4GalT7 mesurée in vitro. La
substitution de la Leu206 par une Pro produit une protéine complétement inactive. Enfin, le
remplacement de 1’acide aminé en position 270 de la B4GalT7 humaine par une Cys induit
une diminution modérée de 1’activité de cette enzyme in vitro, d’environ 30% comparée a

I’enzyme sauvage (Publication n°2, Figure 1).

Dans un second temps, nous avons construit un vecteur plasmidique permettant 1’expression
hétérologue de la protéine dans la bactérie E. coli. La B4GalT7 recombinante humaine
sauvage, ainsi que les mutants A186D, L206P et R270C, ont été exprimés en fusion avec la
GST, puis purifiés par chromatographie d’affinit¢é comme décrit dans la partie "matériels et
méthodes". Les différentes fractions protéiques collectées ont été analysées par SDS-PAGE et

colorées au bleu de Coomassie (Publication n°2, Figure 2).
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Les résultats montrent que la GST-B4GalT7, la GST-A186D et la GST-R270C sont exprimées
sous forme soluble et ont pu étre purifiées avec un degré de pureté et une qualité satisfaisants
(Tableau 8 et Publication n°2, Figure 2). Il est important de noter que la substitution de la
Leu206 par une proline conduit a la production d’une protéine GST-L206P insoluble qui
forme des corps d’inclusions. Cette observation suggere que cette mutation affecte les

propriétés physicochimiques de la protéine, et vraisemblablement altére son repliement et son

organisation 3D.

Activité Activité
Type de Protéines enzymatique enzymatique Facteur de Rendement
protéines totales (mg) totale spécifique purification %
(nmoles/min) | (nmoles/min/mg)
O Lysat de bactéries 135 1902.9 56.1 1 100
=
&l Protéines solubles 31 1328.3 170.3 3.0 69.8
i
% Protéine purifiée 0.515 75 580 10.3 4

Tableau 8: Tableau de purification de la protéine GST-R270C recombinante humaine
exprimée dans la bactérie E.coli.

La protéine a été purifiée par chromatographie d’affinité a partir d’une culture bactérienne de 200 ml.
L’activité enzymatique a été déterminée par CLHP, comme décrit dans "matériels et méthodes".

Au cours de cette étude, j’ai produit et purifi¢ des quantités relativement importantes de
protéines P4GalT7 sauvage et mutées (Tableau 8). Cela nous a permis de comparer les
constantes cinétiques réelles de ces enzymes en faisant varier simultanément la concentration

en substrat donneur (UDP-Gal) et accepteur (4-MOX).

Les protéines purifiées ont été utilisées pour déterminer I’effet des différentes mutations
associées au syndrome progéroide d’Ehlers-Danlos sur les propriétés cinétiques de la
B4GalT7 humaine. Les données expérimentales ont été ajustées a une équation caractéristique

d’un mécanisme séquentiel.

Vmax [A][B]

¥ = KuKs + KalA] + KalB] + [AIB]
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Ainsi, nous avons pu déterminer la constante de Michaelis-Menten de chacun des substrats, et

les constantes d’inhibition K.

Les conséquences des mutations sur I’activité GalT des protéines exprimées dans les cellules
CHO-pgsB618 et de celles exprimées dans la bactérie E. coli sont similaires. Ainsi la
mutation de 1’Alal86 en Asp provoque une diminution majeure de ’activité comparée a
I’enzyme sauvage, tandis que la substitution de 1’Arg270 par un résidu Cys permet de
préserver une partie importante de 1’activité¢ GalT de I’enzyme. En outre, comme il est indiqué
précédemment, la mutation L206P conduit a la production d’une protéine insoluble en fusion
avec la GST, raison pour laquelle nous n’avons pas pu déterminer I’activité enzymatique de

ce mutant (Figure 43).
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Figure 43. Mesure de D’activité enzymatique, in vitro, de la f4GalT7 sauvage et des

mutants Ehlers-Danlos exprimés dans la bactérie E. coli

Les essais enzymatiques ont été réalisés dans un volume réactionnel de 50 pl, en présence de 200 ng
de protéines purifiées, 1 mM d’UDP-Gal, (0.05 uCi UDP[U'*C]Gal), 5 mM de 4-MOX, 100 mM de
cacodylate de sodium contenant 10 mM de cations Mn**, comme décrit dans la section "matériels et
méthodes". Chaque valeur correspond a la moyenne + SD d’essais en double réalisés sur trois
purifications différentes. ND, non déterminé; * valeur d’activité¢ significativement différente de
I’activité enzymatique mesurée pour I’enzyme sauvage a P<0.05.

Le tableau 1 (Publication n°2) montre que la protéine sauvage purifiée est trés active avec un

keat de ordre de 1s. Les valeurs de K, vis-a-vis de ’UDP-Gal et du 4-MOX sont
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comparables a celles obtenues pour la protéine exprimée dans des cellules HeLa et CHO-
pgsB618. Le tres faible niveau d’activité du mutant A186D n’a pas permis la détermination
des paramétres cinétiques de cette protéine. Quant au mutant R270C, DI’affinité de cette
enzyme pour le substrat donneur est inchangée, toutefois, la valeur de son K, vis-a-vis du
substrat accepteur 4-MOX est fortement augmentée, indiquant une réduction d’affinité de ce

mutant envers le xyloside.
2. Modélisation moléculaire de la f4GalT7 humaine

Afin de comprendre les effets moléculaires des mutations associées au syndrome progéroide
d’Ehlers-Danlos sur I’activité GalT, nous avons développé en collaboration avec le Dr. G.
Mulliert, un modéle moléculaire de la B4GalT7 humaine basé sur la structure 3D de la
B4GalT1 bovine cristallographiée en présence d’UDP-Gal (Publication n°2, Figure 5A).
Parall¢lement, la B4GalT1 bovine cristallisée avec le substrat accepteur a été utilisée pour
développer un modele moléculaire de la B4GalT7 humaine du site actif de 1’enzyme,
contenant un peptide de décorine sur lequel est attaché le Xyl (Publication n°2, Figure 5B).
D’aprés ce modele moléculaire, le résidu Arg270 serait localisé a proximité de la Ser de la
décorine et pourrait potentiellement entrer en interaction avec cet acide aminé de la protéine
"core". De facon complémentaire, nous avons réalis¢ une superposition du modéele
moléculaire de la f4GalT7 humaine et de la structure cristallographique de la B4GalT7 de
drosophile récemment cristallisée, par le serveur "Dali Program" (Publication n°2,
Supplementary data).

Le résultat obtenu montre une bonne superposition entre le modele moléculaire du domaine
N-terminal de la protéine humaine et la structure 3D de la 4GalT7 de drosophile. L.’Alal86
et la Leu206 de la B4GalT7 humaine correspondent respectivement a 1’Alal69 et la Val189 de
la B4GalT7 de drosophile, et sont situées dans les domaines peptidiques bien superposés.
Quant a I’Arg270 de la protéine humaine, la Figure 1B (Supplementary data) montre que ce
résidu aminé est situé dans une région qui présenterait une organisation structurale différente

de celle de la B4GalT7 de drosophile.

3. Analyse des conséquences fonctionnelles des mutations associées a la forme
progéroide du syndrome d’Ehlers-Danlos sur la synthése des GAGs ex vivo dans les

cellules CHO-pgsB618

La derniere partie de cette étude a été consacrée a la détermination de I’effet des mutations

Ehlers-Danlos sur la capacité de la B4GalT7 humaine a initier la synthése des GAGs ex vivo, a
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partir du substrat accepteur 4-MOX. Dans cet objectif, nous avons étudi¢ la cinétique de
syntheése des chaines de GAGs par les cellules CHO-pgsB618 transfectées avec le plasmide
vide ou portant le géne codant pour la protéine sauvage ou mutée, en fonction de la
concentration du substrat xylosidique. Le traitement des cellules incubées ou non en présence
de 4-MOX a été couplé a un radiomarquage au >S. En accord avec les résultats obtenus in
vitro (Publication n°1, Figure 7A), ’expression de la f4GalT7 humaine restaure la synthése
des chaines glycosaminoglycaniques sur le substrat xylosidique, dans les cellules déficientes
en cette enzyme. De fagon inattendue, le mutant A186D qui présente une tres faible activité
GalT in vitro est capable d’initier la synthese des GAGs ex vivo a des taux significatifs. La
substitution de 1’Arg270 par une Cys induit une diminution significative de 1’activité GalT
mesurée ex vivo qui se traduit par une baisse de la quantité du >>S incorporée dans les chaines
de GAGs. Ce résultat est en accord avec la diminution de I’affinité de I’enzyme vis-a-vis du
substrat accepteur mise en évidence par les études cinétiques. Enfin, le mutant L206P est
inactif in vitro et est incapable de restaurer la synthése des GAGs sur le substrat xylosidique
ex vivo. L’ensemble de ces résultats a été également vérifié par SDS-PAGE. Ainsi, nous
avons confirmé, par radiomarquage, la présence de chaines de GAGs dans les cellules CHO-
pgsB618 déficientes incubées en présence de substrat 4-MOX aprés transfection avec le
plasmide portant le géne de la f4GalT7, le mutant A186D et R270C (Publication n°2, Figure
3B).

De fagon complémentaire, j’ai réalis¢ un marquage par immunofluorescence indirecte des
cellules CHO-pgsB618, transfectées avec le plasmide vide ou portant le gene codant pour la
B4GalT7 humaine sauvage ou pour les mutations Ehlers-Danlos, afin de déterminer 1’effet de
ces mutations sur la syntheése des chaines de GAGs. Esko ef al. (1987) ont démontré que les
cellules CHO non déficientes en P4GalT7 produisent majoritairement des GAGs
membranaires de type HS. En accord avec ces observations, 1’analyse par
immunofluorescence montre la présence de chaines d’HS sur la membrane des cellules CHO-
pgsB618 exprimant la f4GalT7 humaine sauvage et les mutants A186D et R270C révélées
par Danticorps monoclonal 10E4. Nous avons simultanément étudié la localisation
subcellulaire de I’enzyme sauvage et des mutants. On constate que la B4GalT7 sauvage et les
mutants présentent une localisation caractéristique des GTs au niveau de 1’appareil de Golgi.
Les cellules transfectées avec le plasmide vide n’ont montré aucune fluorescence et ne
synthétisent donc pas de chaines d’HS. Cette approche expérimentale corrobore les résultats

in vitro et ex vivo obtenus précédemment. En effet, aucune présence de HS n’a été détectée
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pour le mutant L206P (Publication n°2, Figure 4). Enfin, I’analyse de 1’expression de ce
mutant montre une localisation diffuse et différente par rapport a celle observée dans le cas de
I’enzyme sauvage et des deux autres mutants. Cette observation pourrait étre liée a la
perturbation du processus d’adressage cellulaire de cette protéine mutée en accord avec

I’altération de sa conformation.
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Epigenetics: methylation-associated repression of
heparan sulfate 3-O-sulfotransferase gene expression

contributes to the invasive phenotype of H-EMC-SS

chondrosarcoma cells

Catherine Bui,* Mohamed QOuzzine,* Ibtissam Talhaoui,* Sheila Sharp;r Kristian Prydz,$
Michael W. H. Coughtrie,* and Sylvie ]5'0urnel-Gigleux"’‘1

*UMR 7561 CNRS-University of Nancy I, Faculty of Medicine, Vandoeuvre-lées-Nancy. France:
"Division of Medical Sciences, University of Dundee, Ninewells Hospital and Medical School,
Dundee, UK; and *Department of Molecular Biosciences, University of Oslo, Oslo, Norway

ABSTRACT Heparan sulfate proteoglycans (HSPGs),
strategically located at the cell-tissue-organ interface,
regulate major biological processes, including cell pro-
liferation, migration, and adhesion. These vital func-
tions are compromised in tumors, due, in part, to
alterations in heparan sulfate (HS) expression and
structure. How these modifications occur is largely
unknown. Here, we investigated whether epigenetic
abnormalities involving aberrant DNA methylation af-
fect HS biosynthetic enzymes in cancer cells. Analysis
of the methylation status of glycosyltransferase and
sulfotransferase genes in H-HEMC-SS chondrosarcoma
cells showed a typical hypermethylation profile of
3-08T sulfotransferase genes. Exposure of chondrosar-
coma cells to 5-aza-2’-deoxycytidine (5-Aza-dc), a DNA-
methyltransferase inhibitor, up-regulated expression of
3-OST1, 3-OST2, and 3-OST3A mRNAs, indicating that
aberrant methylation affects transcription of these
genes. Furthermore, HS expression was restored on
5-Aza-dc treatment or reintroduction of 3-OST expres-
sion, as shown by indirect immunofluorescence micros-
copy and/or analysis of HS chains by anion-exchange
and gelfiltration chromatography. Notably, 5-Aza-dc
treatment of HEMC cells or expression of 3-OST3A
cDNA reduced their proliferative and invading proper-
ties and augmented adhesion of chondrosarcoma cells.
These results provide the first evidence for specific
epigenetic regulation of 3-OST genes resulting in al-
tered HSPG sulfation and point to a defect of HS-3-0-
sulfation as a factor in cancer progression.—Bui, C.,
Ouzzine, M., Talhaoui, L., Sharp, S., Prydz, K., Cought-
rie, M. W. H., Fournel-Gigleux, S. Epigenetics: methyla-
tion-associated repression of heparan sulfate 3-Osulfo-
transferase gene expression contributes to the invasive
phenotype of H-EMC-SS chondrosarcoma cells. FASEB J.
24, 000-000 (2010). www.fasebj.org

Key Words: tumor pathogenesis « proleoglycan synihesis « epi-
genelic regulation - glycosyltvansferase

ACCUMULATING EVIDENCE INDICATES that cell function
and phenotype are highly influenced by heparan sul-

0892-6638/10/0024-0001 © FASEB

fate proteoglycans (HSPGs) present in the extracellular
matrix and on the surface of virtually every animal cell
type. Located at the cell-tissue-organ interface, HSPGs
interact with numerous molecules, including growth
factors, cytokines, extracellular matrix components,
and coagulation factors, thereby regulating a large
number of biological processes (1). These interactions
are important not only in physiological processes, such
as organogenesis, angiogenesis, blood coagulation,
growth factor signaling, and lipid metabolism, but are
also implicated in pathological circumstances such as
viral/bacterial adherence and cancer (2). There is now
compelling evidence that HSPGs regulate several as-
pects of cancer biology, including tumorigenesis, tu-
mor invasion, and metastasis (3). Tumor HSPGs differ
in composition from those in corresponding normal
tissue, which might affect the efficiency of growth facror
stmulation of cancer cells (4). Similarly, the tumor
microenvironment might affect the supporting vascula-
ture, which differs in structure and integrity compared
with vessels in normal tissue (5). Thus, it appears that
the cellular roles of HSPGs are often misregulated in
cancer, as a result of alterations in HSPG structure and
expression level.

The synthesis of the glycosaminoglycan (GAG) chains
that govern these functions is initiated by the formation of
a tetrasaccharide linkage region composed of glucuronic
acid-galactose-galactose-xylose (GIcAB13GalB1.2GalB1,
4XyIB1-). where xylose is attached to specific serine
residues of the core protemn of PGs. This linkage
tetrasaccharide is built up by the stepwise addition of
each sugar residue derived from the corresponding
UDP-sugar and catalyzed by O-xylosyltransferase 1
(XT-I) (6). Bl.4galactosyltransferase 7 (B4GalT7) (7),
B1.,3-galactosyltransferase 6 (B3Gall6) (8), and p1.3-
glucuronosyltransferase 1 (GlcAT-1) (9). Following the
transfer of a-Nacetylglucosamine (GleNAc), polymer-

! Correspondence: UMR CNRS 7561-University Henri Poin-
caré Nancy 1, Faculty of Medicine, BP 184, 54505 Vandeeuvre-
lés-Nancy, France. E-mail: sfg@medecine.uhp-nancy.fr

doi: 10.1096/17.00-136291



ization of HS chains proceeds wia the addition of
B1.4-GlcA and ol 4GlcNAc units in alternating se-
quence to the nonreducing end of the growing poly-
mer. The elongation reaction is carried out by HS-
copolymerases encoded by the EXTI/EXT2 tumor
suppressor genes (10). Concomitant with chain elon-
gation, modification of the chain occurs, initiated by
N-deacetylaton/ Nsulfaton of GleNAc units. Further
modification reactions include CH epunerization of some
GlcA mmto r-Aduronic acid (IdoUA), 2-Osulfaton of
[doUA, and 6-Csulfaton of GleNAc residues. Osulfation
also occurs at position 3 of Nsulfated and N-unsub-
stituted GleNAc units, the latter modifications being
the hallmarks for the binding domains of antithrom-
bin and glycoprotein gD of herpes sunple\ virus type
I (HSV-I). These modifications proceed via the action
of HSbiosynthetic enzymes, including Ndeacetylase/ N-sul—
fotransferases (NDSTs). 2-Osulfotransferases (HS25Ts),
Osulfotransferases (30OS8Ts), and 6-Osulfons u‘lsfemees
(HS6STs) (11).

A number of studies highlight the potential of car-
bohydrate-based therapeutics in several diseases (12).
However, reaching this step requires advanced under-
standing oflhe mechanisms involved in the synthesis of
these macromolecules. Although the basic blos\nthetlc
scheme for HS has been outlined (13), only a limited
number of studies have addressed the mechanisms
underlying the assembly process of GAG chains (14—
16). We recently showed that modulation of XTI
expression regulates GAG-chain synthesis during carti-
lage destruction and repair in rheumatoid conditions
(17). It is well established that genetic defects in HS
biosynthetic enzymes have severe biological conse-
quences. In humans, mutations in the EXT/ and EXT2
genes coding for HS-polymerases led to a bone disorder
known as hereditary multiple exostoses (HME), char-
acterized by the formation of benign cartilage-capped
tumors. This condition is associated with a significantly
higher risk of developing malignancies such as chon-
drosarcomas and osteosarcomas (18). Interestingly,
mice deficient in Exi2 lack HS and also develop exos-
toses (19). Mutations of the B4GalT7 gene coding for a
glvcosyltransferase involved in the initial step of GAG
synthesis are associated with the progeroid form of
Ehlers-Danlos syndrome, characterized by aged appear-
ance, developmental delay, dwarfism, and connective
tissue abnormalities (20).

Epigenetic phenomena are increasingly implicated
in the pathogenesis of various disorders (21), and the
role of epigenetic alterations in C'ircinogenesiq is clearly
established (22). One main epigenetic change associ-
ated with rumorigenesis is aberrant DNA methylation.
Malignant cells show major disruptions in thelr DNA
methylation profiles, which manifest as hypermethyl-
ation of gene promoters, global hypomethylation, and
1nc1e1sed rates of mutation at methylated CpG dinucle-
otides. Hypermethylation of CpG—emlchecl regions,
also called “CpG islands,” generally located i the
promoter and downstream proximal sequence region,
has been the most extensively studied area of research
of DNA methylation. In cancer cells, hypermethylation
of these regions results in the loss of gene expression.
Some of these susceptible genes include tumor suppres-
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sor genes, cell cycle regulator genes, DNA repair genes,
and genes associated with apoptosis. In addition, a
correlation between aberrant methylation of promoter
regions and transcriptional activity of various genes
coding for enzymes involved in matrix remodeling,
such as matrix met'il!op:otemaseq and hepn”m'lse has
also been described (23). Interestingly, inspection of
the 5" region of the genes coding for the glycosyltrans-
ferases and most sulfotransferases involved in HS syn-
thesis and modification reveals the presence of typical
CpG islands, raising the possibility that expression of
these enzymes might be subject to epigenetic sﬂencmg
wia DNA meth\lauon in tumor cells. Suppm ting this
assumption, recent findings highlight the importance
of EXTI epigenetic inactivation leading to abrogation
of HS synthesis in the process of tumor onset and
progression (24). Furthermore, aberrant methylation
of the 3-OST2 gene has been described in several types
of tumors (25).

The critical role of HSPGs in human cancer empha-
sizes the mmportance of understanding the regulation
of these macromolecules at the molecular genetic level.
Here, we have investigated the role of epigenetics in the
regulation of HS-biosynthetic enzymes in a human
chondrosarcoma cell line, since gene disruption in the
HS pathway is associated with bone-cartilage tumors.
Specifically, we aimed to determine whether the glyco-
syltransferase and sulfotransferase genes responsible
for HS chain synthesis and modification are affected by
an epigenetic mechanism involving DNA methylation.
Our results provide strong evidence for aberrant meth-
vlation and down-regulation of the 3-OST gene family
in the ILEMC-SS (ITEMC) cell line, which is associated
with altered HS glycosaminoglycan chains, as demon-
strated both at biochemical and cellular levels. Further-
more, we show that treatment of the cells with the
DNA-methyltransferase inhibitor 5-aza-2'-deoxyeytidine
(5-Aza-dc) or reintroduction of 3-OSTs into the chon-
drosarcoma cell line by cDNA expression modified cell
behavior in terms of proliferation, adhesion. and mi-
gration. Notably, 5-Aza-dc exposure or 3-OST3A cDNA
expression resulted in a decrease in the proliferative
and migration properties of chondrosarcoma cells, and
augmented their adhesion capacity. These findings
underline the significance of HS alterations in the
phenotype of invasive HEMC chondrosarcoma cells
and identify 3-O-=sulfation as a contributing factor to this
process. To our knowledge. this is the first report
showing down-regulation of a specific set of HS-O-
sulfotransferase enzymes in chondrosarcoma cells in-
volving an epigenetic mechanism. Our observation may
be of particular relevance in understanding the process
of tumor progression and metastasis and in supporting
the development of novel therapies targeting DNA
methylation.

MATERIALS AND METHODS
Cell lines, culture conditions, and 5-Aza-dc treatment

The human chondrosarcoma cell line HEMC was obtained
from the European Collection of Animal Cell Cultures
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(ECACC: Salisbury, UK) and was cultured in F12/Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (F12/DMEM) (1:1) supplemented
with 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS: Gibco-Invitrogen,
Cergy-Pontoise, France), penicillin (100 U/ml) /streptomycin
(100 pg/ml), and 1 mM glutamine. The HL-60 acute promy-
elocytic leukemia-derived cell line was obtained from ECACC
and cultured in RPMI-1640 supplemented with 10% (v/v)
FBS. penicillin (100 U/ml) /streptomycin (100 pg/ml), and |
mM glutamine. HeLa cells were cultured in DMEM supple-
mented with 109% (v/v) FBS, penicillin (100 U/ml) /strepto-
mycin (100 pg/ml), and 1 mM glutamine. Cells were main-
tained in a 37°C incubator in a 5% CO, humidified
atmosphere.

Chondrosarcoma cells were seeded in 25-cm? flasks at 5 X
10 cells, allowed to attach overnight, and treated with
5-Aza-de (Sigma-Aldrich, Gillingham, UK) dissolved in phos-
phate-buffered saline (PBS) at 2 and 4 pM final concentra-
tion for 7 d. Control cultures contained the vehicle only.
During the course of treatment, medium was changed every
day: cells were passaged mwice and placed in fresh medium
containing the same concentration of 5-Aza-dc or vehicle. At
the end of the treatment period, cells were washed once with
PBS and harvested for genomic DNA or mRNA analysis.
Alternatively, cells were subjected to the appropriate medium
for metabolic radiolabeling prior to GAG analysis or for other
cellular assays (see below).

CpG island analysis, genomic DNA preparation, bisulfite

modification, and methylation pattern analysis

The DNA sequences around the transcription start site
(—1000 bp) and the first exon of each glycosyltransferase and
sulfotransferase gene were obtained by a GenBank database
search  (http://genome-www.stanford.edu/genecards), and
the presence of CpG islands was predicted using the
MethPrimer online search tool (http://www.urogene.org/
methprimer/) (26). The criteria used for the definition of
CpG islands included regions of DNA =500 bp with G+C
content =55%. The [ollowing genes contain a typical CpG
island in the proximal promoter/first exon sequence: XT-/,
B4GalT7, B3Gallé, GIeAT-, EXTI, NDST2, NDST3, HS25T1,
3-08T1, 3-08T2, 3-O8T3A, 3-OST3B, 3-O8T6, HS6STI,
HS568T2, and HS65T3. The NDSTT gene contains a cluster of
CpG nucleotides encompassing 366 bp (+302 10 +668)
located in the 5" untranslated region of the first exon, and the
NDSTH sequence contains no region meeting the defined
criteria of a CpG island.

The methylation status of the glycosyltransferase and sul-
fotransferase genes was determined by the genomic DNA
bisulfite-conversion method, which induces chemical modifi-
cation of cytosine residues to uracil in unmethylated DNA,
whereas those that are methylated are resistant to the treat-
ment and remain as cytosines (27). Genomic DNA was
extracted from untreated or 5-Aza-de-treated HEMC cells
using GenomicPrep DNA isolation kit (GE Healthcare, Am-
ersham, UK). The amount and purity of DNA were deter-
mined using a Nanodrop spectrophotometer (Fisher Scien-
tific, Loughborough, UK), and 0.2 pg DNA was used for
bisulfite conversion using the EpiTect Bisulfite kit (Qiagen.
Hilden, Germany), according to the manufacturer’s instruc-
tions. Genomic DNA from human whole blood (Clontech,
Mountain View, CA, USA) was used as a source of control
DNA. Following bisulfite conversion. two sequential PCR
reactions were performed to amplify the modified fragments
of interest. The first round of amplification was carried out
with 0.1 pg of DNA template using primer sets (*Out sens”
and “Out rev”). Nested primers (“In sens” and “In rev”) were
used in the subsequent PCR reaction. Primer sets were
designed, including the use of Primer3 Input 0.4.0 software
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(primer3-web/htdocs/input-040.htum) for the prediction of
primer hairpins, dimers, and false primers and are listed in
Supplemental Table 1. PCR conditions for the first PCR
reaction were 94°C for 8 min followed by 20 cycles at 94°C for
30 s, 52°C for 30 s, 72°C for 30 s, ending with a final extension
of 10 min at 72°C. PCR conditions for the second step were
94°C for 8 min followed by 35 cyeles at 94°C for 30 s, 55°C for
30 s, 72°C for 30 s, and finally 10 min at 72°C. The resultant
PCR products were purified with the QIAquick PCR Purifica-
tion kit (Qiagen). Initial screening experiments were per-
formed by direct sequencing PCR products from bisulfite
converted DNA samples. In a second step, the PCR amplicons
were subcloned into pGEM-T-easy TA (Promega, Madison,
WI, USA), and at least two recombinant clones were se-
quenced for each gene of interest. Nonmethylated cytosines
were successfully converted by the bisulfite reaction in the
PCR amplicons or recombinant clones.

Reverse transcription-PCR analysis of mRNA expression
level

Total RNA was isolated from untreated and 5-Aza-dc-treated
HEMC cells using the SV RNA Isolation System (Promega).
RNA (0.5 pg) was reversed-transcribed into ¢cDNA using
oligodT primer and PrimeScript reverse transcriptase (Clon-
tech). The resultant cDNA was used for PCR amplification
with Bio-X-ACT DNA polymerase (Bioline, London, UK)
following optimization of MgCl, concentrations and anneal-
ing temperatures. To determine the linear amplification
segment for each gene of interest, different amplification
steps were initially carried out between 20 and 40 cycles. and
the number of cycles for quantification was established to
remain in the exponential phase ol amplification. The prim-
ers and specilic PCR conditions used are listed in Supplemen-
tal Table 2. The PCR products were electrophoresed on 2.0%
(w/v) agarose gels and stained with ethidium bromide, and
the expression levels were evaluated [ollowing image capture
using GeneFlash (Syngene. Cambridge UK) and Scion Image
1.63 (Scion Corp.. Frederick, MD, USA) software. The mRNA
expression levels of EXTI, NDST1, NDST2, HS2STI1,
HS6STI, TISGST2, 3-OST1, 3-OS8T2, 3-OST3A, 3-OST3B, and
3-OST6 were quantified relative to glyceraldehyde-3-phos-
phate dehydrogenase (GAPDIH) as an internal control. For
NDST3, NDST4, and IS6ST3, no wanscript could be de-
tected in control or b-Aza-de-treated HEMC cells when am-
plification was performed up to 40 cycles. However, these
transcripts were successfully amplified from brain or placenta
total mRNA (Clontech) used as positive control (not shown).

3-OSTI and 3-OST3A cDNA expression in HEMC cells

3-0OSTIl and 3-OST3A cDNA were amplified by PCR from
IMAGE clones (Geneservice, Cambridge, UK) as templates,
using a 5 primer containing a HindIIl site and a Kozak
sequence, and a 3" primer containing the sequence encoding
YPYDVPDYA-hemagglutinin (HA) peptide tag and an Xhol
site. The amplified fragments were inserted into HindI11-Xhol
sites of pCDNA3. 1 expression vector (Invitrogen) to generate
pCDNA-30ST1 and pCDNA-30ST3A plasmids. Each vector
was transiently transfected into HEMC cells, as described
previously (28). Briefly, HEMC cells plated into 6-well plates.
grown at 80% confluency, were transfected with 2.5 pg of
plasmid using ExGen 500 reagent (Euromedex, Souffelwey-
ersheim, France). The empty vector was used for mock-
transfection, as a control. Forty-eight hours after transfection,
cells were trypsinized and plated for cellular assays. as de-
scribed below. Simultaneously, expression of recombinant
proteins 3-OST1 and 3-OST3A was analyzed by Western



blotting using anti-HA antibodies (Abcam, Cambridge, UK).
as described previously (29).

Indirect immunofluorescence staining of chondrosarcoma
and HelLa cells

For indirect immunofluorescence staining of cell/matrix HS
chains, untreated, 5-Aza-dc-treated cells, or cells ransfected
with pCDNA-30ST1 and pCDNA-30ST3A were washed with
PBS and fixed with 3% paraformaldehyde/PBS for 20 min at
room temperature. For HS staining, coverslips were rinsed 3
times in PBS and blocked in 10% (v/v) goat serum/PBS. Cells
were then incubated with mouse anti-human HS antibody
(10E4 epitope) at 1:50 dilution (Seikagaku Corp., Tokyo,
Japan) for 1 h, washed 3 times with PBS, incubated with
AlexaFluor 594-conjugated goat anti-mouse antibodies (Mo-
lecular Probes/Invitrogen) for 20 min and finally washed with
PBS. For 3-OST1 and 3-OST3A-tagged protein staining, cells
were permeabilized with a PBS solution containing 0.1%
(w/v) Triton-X100 for 4 min and incubated in 10% (v/v) goat
serum/PBS. Recombinant cells were incubated with FITC-
conjugated mouse ant-HA antibody  (Sigma-Aldrich) for 30
min, and washed with PBS. Coverslips were treated with a b
pg/ml Hoechst/PBS solution for nucleus visualization and were
finally mounted with Hydromount or Moviol (National Diagnos-

(DABCO: Sigma-Aldrich).

Metabolic labeling and ion-exchange and gel-filtration
chromatography analysis of cell HSPGs

Subconfluent untreated and 5-Aza-de-treated HEMC cells were
transferred to appropriate labeling media containing 2% FBS
with [355J SO, (PerkinElmer Life Sciences, Courtaboeul, France)
in Fisher's medium without sulfate (GIBCO-Invitrogen), or
[Sl-l]g]ucosaminc (PerkinElmer, Life Sciences, Courtaboeut,
France) in RPMI 1640 (Gibco-Invitrogen) without glutamine,
or [%S] Fasytag Express Protein Labeling Mix (73%
1-[**S|methionine and 22% 1-[**S]cysteine) in DMEM with-
out L-methionine and L-cysteine for 22 h. Cells were washed
twice with PBS. harvested by scraping, and pelleted by cen-
trifugation. Cell pellets were resuspended in 50 mM Tris-HCI
buffer (pH 7.5) and 1% (w/v) Triton X-100, and total DNA
amounts were quantified using the Quant-i'T dsDNA HS Assay
Kit (Molecular Probes/Invitrogen). Nonincorporated radio-
active label was removed from cell extracts by Sephadex G-50
fine chromatography, as described previously (30). and radio-
labeled macromolecules were analyzed by anion-exchange
chromatography or gel filtration based on previously de-
scribed methods (31).

For ion-exchange chromatography, [?°S|SO, or 1-[**S|me-
thionine /1-[**S]eysteine radiolabeled samples corresponding
to the same amount of treated or untreated cells (based on
DNA quantification) were incubated with chondroitinase
ABC from Proteus vulgaris (Sigma-Aldrich) (32) and then
subjected 1o DEAF-anion-exchange chromatography (Bio-
LogicLLP system; Bio-Rad, Hercules, CA, USA), as described
previously (33). Brielly, samples were diluted in I ml of buffer
A (8 M urea, 0.02 M Bis-tris, and 0.05 M NaCl, pH 6.0) and
applied onto a 2.5-ml Macro-Prep DEALE support (Bio-Rad).
After 20 ml of buffer A, a linear gradient mixing buffer A with
buffer B (8 M urea, 0.02 M Bis-tris, and 0.8 M NaCl, pH 6.0)
was applied at a rate of 0.5 ml/min. Fractions of 1 ml were
collected and analyzed for radioactivity by scintillation count-
ing.

For geliltration chromatography, [**S]SO or [*H]glu-
cosamine-radiolabeled macromolecules were treated with
proteinase K. as described previously (34). Following heat
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inactivation, samples were submitted to chondroitinase
ABC digestion, as described above. Samples corresponding
to 5-Aza-dc-treated or untreated cells were applied 1o a
column (1X40 cm) of Sepharose CL-6B (Sigma-Aldrich)
along with blue dextran and KsCrOy as internal standards,
and elution was performed with 0.15 M NaCl in 0.05 M
Tris, HCI buffer (pH 8.0), and 0.1% Triton X-100 at a rate
of 6 ml/h. as described previously (35). Fractions of 1 ml
were collected and analyzed for radioactivity by scintilla-
tion counting.

Cell proliferation, adhesion, and migration assays

For proliferation assays, 5-Aza-de-treated or transfected cells
were seeded onto 24-well plates (Costar: Dutscher, Brumath,
France) at 25 % 10° cells/well. Cells were harvested cach day
during a 5-d period by scraping in lysis buffer [PBS contain-
ing 1% (w/v) sodium dodecyl sulfate]. Cell lysates were
sonicated in a total volume of 1 ml PBS buffer. and cell
proliferation was evaluated by measuring the DNA content of
each sample by spectrofluorimetry on a fluorimeter (Qubit;
Molecular Probes-Invitrogen, Cergy Pontoise, France) using
the Quant-i'T dsDNA HS Assay kit

For adhesion assays, 96-well plates were coated by adsorp-
tion with 100 or 200 pg fibronectin (from human foreskin
fibroblasts, Sigma-Aldrich) per well for I h at 37°C, or left
untreated for control experiments. After washing with me-
dium containing 0.1% BSA, wells were saturated by incuba-
tion with F12/DMEM containing 0.5% BSA for 1 h at 37°C.
Plates were then washed once with medium containing 0.1%
BSA and placed on ice before cells were harvested by trypsi-
nation, counted and resuspended in complete FI12/DMEM at
a density of 5 X 10° cells/ml. Each well was inoculated with
25 % 10° cells and incubated for 30 min at 37°C, and
nonadherent cells were removed by washing. The extent of
adhesion was determined after fixing cells with 4% parafor-
maldehyde for 15 min, staining adherent cells with 1%e
crystal violet for 10 min. Plates were rinsed 3 times in water,
and 10% (v/v) acetic acid solution was added to each well to
allow staining quantification by absorbance measurement at
550 nm on a spectrophotometer (SAFAS flx-Xenius, Monaco.
France).

HEMC cell migration was analyzed using a Boyden cham-
ber chemotaxis assay (36). Following 5-Aza-dc treatment or
3-OST cDNA expression, cells were incubated with 1 pg/ml
mitomycin C (Sigma-Aldrich) in complete FI2/DMEM for
2 h and seeded at 5 X 10* cells/well on top of 24-well plate
inserts (Corning Costar; Sigma-Aldrich) containing a polvcar-
bonate filter (6.5-mm diameter, 8-pm pores). Cells were
incubated for 8, 16, or 24 h for 5-Aza-dc wreated cells, and for
I8 h in the case of transfected cells at 37°C in the upper
chamber in F12/DMEM containing 0.1% BSA, whereas the
lower chamber contained F12/DMEM supplemented with
5% FBS. At the end of the incubation period. nonmotile
cells were removed from the upper side of the filters with
cotton-tipped swabs. Migration of cells was quantified by
staining with methyl blue, and measuring the optical
density at 663 nm of cells that had migrated to the
underside of the filters.

Statistical analysis

All data are presented as means = SE of 3 to 6 observations.
For comparison among multiple groups, either l-way or 2-way
ANOVA followed by Bonlerroni post hoc correction test was
used. Statistical analyses were performed using GraphPad
Prism 4.0 software (GraphPad, San Diego, CA, USA).
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RESULTS

DNA methylation profiling of N- and
O-sulfotransferase genes in HEMC chondrosarcoma
cells

To test whether the HS synthesis pathway is regulated
via epigenetic mechanisms involving DNA methylation
in chondrosarcoma cells, we systematically searched the
genomic sequences encoding the biosynthetic enzymes
tor the presence of clustered CpG dinucleotides, rep-
lesemmg putative hV|)enneth\l'1tlon loci.

A region encompassmg 1000 bp upstream of the
transcription start site and the first exon of X7+,
B4GalT7, B3GalT6, GleAT-I, and EXTI genes coding for
the glycosyltransferases involved in HS chains synthesis
was analyzed. We found that each of these genes
contains a typical 5’ CpG island, indicatng that they
have the potenual for hypermethylation-associated si-
lencing. We determined the methylaton status of the
CpG islands  associated with the X74, B4Gall7,
B3GalT6, and GlcAT- genes by the bisulfite-sequencing
method, using primers presented in Supplemental Ta-
ble 1. These genes encode the glycosyltransferases
responsible for the formation of the tetrasaccharide
linkage region, which is common to the biosynthetic
pathways of both HS and chondroitin sulfate (CS)
chains, and is a prerequisite step for GAG-chain elon-
gation. We also examined the sequence of the pro-
moter CpG island of EXTI, which encodes a glycosyl-
transferase specific for HS-chain polymerization, which
has been reported to be hypermethylated in leukemia
cell lines (24). Our results show thar all glycosyltrans-
ferase DNA sequences analyzed within the proximal
promoter region and first exon were unmethylated or
exhibited a low frequency of methylated cytosine resi-
dues within their CpG islands in HEMC cells (Fig. 1).
The methylation state of these genes in chondrosar-
coma cells was similar to that of normal whole blood
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Figure 1. Analysis of the methylation status of glycosyltrans-
ferase genes in HEMC and HIL-60 cells. Genomic DNA was
extracted from chondrosarcoma HEMC (HE) or HL-60 (HL)
cells, and the methylation profile of the CpG island of the
glycosyltransferase genes was analyzed by bisulfite sequenc-
ing. Number of methylated CpG sites was determined by
counting unconverted cytosine residues. Bars correspond to
number of CpG sites in region of interest (Supplemental
Table 1). Number of methylated sites is indicated by hatched

areas and represents the mean value from sequencing data of

2 independent clones.
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DNA (dara not shown). For comparison purposes, we
also performed bisulfite genomic sequencing of the
CpG island regions of the XTI, B4Gall7. B3GalT6,
GIcAT, and EXT1 genes in HL-60 leukemia cells. The
results showed a lack or low number of methylated loci
in X714, B4GalT7, B3Gall6, and GleAT-l glycosyltrans-
ferase genes, similar to our observations in HEMC cells.
By contrast, in the HL-60 leukemia cell line, the EXT1-
promoter region analyzed (cmlespon(img to positions
—536 to +203 relative to the transcription start site)
contained 98% methylated cytosines among 106 CpG
sites (Fig. 1). This is indicative of the typical hypermeth-
ylation profile of the IXT/-promoter region in certain
types of leukemia cell lines, in agreement with a
previous report (24). Together, these data provide no
evidence for methyla[ion differences between HEMC
and normal cells in the glycosyltransterase genes in-
volved in the initiation and polymerization of HS
chains, whereas the EXTT CpG island exhibits a hyper-
methylation profile in HL-60 cells.

Concomitant with the synthesis of HS chains, substi-
tution of the saccharide residues with sulfate groups
occurs via the action of several families of N and
Osulfotransferases governing key biological functions
(11). The first modification enzymes, NDSTs, remove
Nacetyl groups from selected GleNAc residues and
replace them with sulfate groups. Sulfation of IdoUA
and GlcA residues is carried out by 2-C-sulfotrans-
ferases, followed by 6-Ossulfation and 3-Cksulfation of
glucosamine units. To determine whether sulfation of
HS chains might be epigenetically regulated through
DNA methylation, we examined the promoter region/
first exon of NDST and HS-Osulfotransferase genes in
HEMC cells. Although the promoter of the NDSTI
gene contained no canonical CpG island, a cluster of
CpG dinucleotides (22 sites) located in the 5" untrans-
lated region of the first exon of this gene (+302 to
+668) was identified. Bisulfite conversion analysis
showed that this region was fully methylated both in
HEMC cells and in blood DNA (Fig. 24, B). Analysis of
the methylation pattern of the CpG island present in
the NDST2 and NDST3 genes indicated a low methyl-
ation frequency in the case of NDST2 (0—4 of 39 sites),
as well as in the NDST3 sequence (67 of 46 sites) (Fig.
2A4). Analysis of the NDST4 gene revealed the presence
of a small number of CpG sites (5 in a 453-bp region
located in the proximal promoter sequence: Supple-
mental Table 1).

Interestingly, analysis of HS-Osulfotransferase genes,
including HS2ST, HS6ST., and 3-OST families, revealed
that a majority of these genes contain a canonical CpG
island. In HEMC cells, as in control genomic DNA, the
predicted CpG island present in the HS25T! and
HS6ST1 genes exhibited a very low methylation fre-
quency (1-1 of 68 CpG sites and 0-2 of 115 methylated
CpG sites, respectively) (Fig. 2A4). On the other hand,
the HS6ST2 gene showed a typical hypermethylation
profile in HEMC cells (44—45—46 methylated cytosines
of 48 CpG sites, 45+1), which was also observed in
blood samples (Fig. 24, C€). Analysis of the HS6ST3
gene showed a highly dense CpG dinucleotide region
(—721 to +8) comprising 123 CpG sites. About 30 and



@ 140 7 [ Unmethylated +1
'é 1201 Methylated NDST1
5- 100 4 :
S s0 :
k=
5 60
'E 404 5 3
2 | |l | LI | |
Z 20" T T T T T T T T 1
0 300 350 400 450 500 550 600 650 700 (bp)
HEBl HEBI HEBI HE Bl HEBI HEBI HEBI
NDST1 NDSTZ NDST3 HS2ST1 HS6ST1 HS65T2 HS6ST3 +302 ) 28 668
N \ )\ / 09000 00000 0000000000 00
NDSTs HS2ST HS65Ts o
4 Figure 2. Analysis of the methylation status of N
HS6ST2 and Osulfotransferase genes in HEMC cells.
A) DNA methylation profile of sullotransferase
> < genes in HEMC (HE) and in control blood DNA
E (Bl). Bars correspond to number of CpG sites in
4 region of interest (Supplemental Table 1). Num-
T T ber of methylated sites is indicated by hatched
a5 S B A 5 100 (bp) areas -fmci repz‘esenls_llw mean value from se-
quencing data of =2 independent clones. B, €)
438 0008 —— Schematic representation of the methylation

status of NDST! and HS65T2 genes, respectively,
in HEMC cells. Core promoter, exon 1 (black
rectangle) and CpG sites (short vertical lines)

are shown in the top part of each panel. Predicted transcription start site is marked by a curved arrow: primers are
indicated by arrows. Methylated cytosines (solid circles) and unmethylated cytosines (open circles) in the region of interest
are represented in the bottom part of each panel. Results are from bisulfite sequencing of 3 different clones.

5.7% of these sites were found to be methylated in
HEMC cells and blood DNA, respectively (Fig. 24).
We finally investigated the merthylation state of the
largest HS- Osulfotransferase gene idmlh 3-0OST, which
comprises 7 members known to biosy nthesize key struc-
tures involved in several important plnsu)log‘lcal pro-
cesses and possibly in the development and/or progres-
ston of tumors (25). The CpG island t‘nconq)a:qlng_, 682
bp located in the proximal promoter and 5 region of
the first exon (=546 to +136) of the 3-OST1 gene is
illustrated in Fig. 3A. Analysis of the methylation status
of this fragment showed ~88% methylated sites (51—
51-54 methylated cytosines among 59 CpG dinucleou-
des, 52.0+1.7), revealing a [\plC'l] hypermethylation
profile in HEMC cells (Fig. 34, €). No methylated site
was found when the same region was studied in blood
DNA (Fig. 3€). Surprisingly, bisulfite sequencing of the
3-08T2 gene, previously reported to be hypermethyl-
ated in a range of human cancers (25), showed only a
moderate methylation ﬂ'equencv in HEMC cells, with
~10% meth\!ated sites in a 612 bp-fragment (=520 to
+92, 5-8 melh\late(l cytosines among 64 CpG sites)
(Fig. 5C). The b’ domain of the 3-0ST3A gene contains
a high density of CpG dinucleotides t)_[):lCdl of a CpG
island, as illustrated in Fig. 3B, Examinaton of the
methylation state of two regions corresponding to
positions —338 to +100 and +282 to +726 relative to
the transcription start site revealed 35.5% (9-14-26
among 46 sites) and 97% (50-54-54 among 54 CpG
sites, 52.7+2.3) methylated cytosines, IEipeftl\t‘h (Fig.
38, €). By contrast, blsulﬁ[e sequencing of the 3-OST38
gene showed a lack of methylated loci from position
—364 to + 218, despite the presence of a typical CpG
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cluster (47 CpG sites) (Fig. 3C). Finally, analysis of the
methylation proﬁle of the 3-0OST6 CpG island revealed
that %8% of CpG sites in a 739 bp-fragment (—647 to
+92) were methylated (28-37 methylated cytosines
among 8 86 CpG sites, Fig. 30). %1111\&1; of the methyl-
ation profile of the 3- OST genes pel"lonmecl on blood
DNA sample showed <2% methylated sites (Fig. 3C).
Altogether, the 3-OST gene family revealed a typical
aberrant methylation pattern specific to HEMC cells,
with the most striking hypermethylation profile ob-
served in the case of 3- OSI! and 3-OST3A.

Hypermethylated sulfotransferase gene expression is
elevated by 5-Aza-dc treatment in HEMC cells

To study the potemiul role of CpG methylation on
the namcnpuonnl activity of glycosyltr ansferase and
sulfotransferase genes, we analyzed the effect of an
mhibitor of DNA- me{lull.nnhfemse, 5-Aza-dc (37),
on mRNA expression. HEMC cells were treated with
two concentrations of 5-Aza-dc and mRNA expres-
sion levels were compared in treated and untreated
cells by semiquantirative RT-PCR. Expression analysis
of EXTT1 in the chondrosarcoma cell line showed that
HEMC cells expressed a high level of EXT1 transcript
and that mRNA expression was unchanged on 5-Aza-dc
treatment (Fig. 44, €). This result is consistent with the
unmethylated status of the CpG island of the EXT!
proximal promoter/first exon in HEMC cells.

Because aberrant methylation was essentially ob-
served in the case of sulfotransferase genes, further
investigation of the consequences of 5h-Aza-dc treatment
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on sulfotransferase mRNA expression was carried out.
RT-PCR analysis showed that NDST1 mRNA level was
significantly increased (up to 1.7-fold) on exposure of
HEMC cells to the highest dose of 5-Aza-dc (Fig. 44, (}
whereas NDST2 mRNA expression was unchanged, 1
agreement with the unmethylated state of the promoter
CpG island of this gene in chondrosarcoma cells. By
contrast, no NDST3 or NDST4 transcripts were de-
tected in control or 5-Aza-dc-treated cells, although
these transcripts could be amplified from total brain or
placenta mRNA, respectively (data not shown). Inter-
estingly, the NDST3 CpG island was unmethylated in
HEMC cells, and the NDST4 gene exhibited no typical
CpG island. Furthermore, the results show that 5-Aza-dc
treatment did not modify HS2ST1 and HS6ST1 mRNA
expression levels in HEMC cells (Fig. 4A, ). This could
be expected, since the CpG island of these genes
exhibited no apparent hypermethylation pattern in
chondrosarcoma cells. By contrast, a significant in-
crease (up to 2-fold) in HS6STZ expression level was
observed in HEMC cells when treated with the highest
dose of demethylating agent. Despite the presence of
methylated sites in the HS65T3 gene, the correspond-
ing transcript could not be detected in treated or
untreated HEMC cells (data not shown). In summary,
our results show that NDSTI and HS6ST2 mRNA
expression only was upregulated in HEMC cells on
5-Aza-dc treatment, suggesting that methylation events
are involved in the regulation of these genes. Bisulfite
sequencing data indicate that 5-Aza-dc treatment of
HEMC cells reduced the number of methylated sites by
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30% in NDST! gene and E)y 35% in HS6ST2 gene, which
may contribute, at least in part, to transcription acti-
vation (Supplemental Fig. 1). However, since
5-Aza-dc would certainly hypomethylate many other
genes coding for transcription factors involved in the
regulation of NDSTI and HS6ST2, it is possible that
the increase in gene expression may also be due to
other mechanisms of promoter activation. Further
work is required to establish that point.

Because several members of the 3-OST gene family
exhibited aberrant DNA methylation patterns, it was
interesting to analyze the effect of the demethy latmg
a;_r,ent on expression of these genes. RT-PCR ﬂl'ldl\ sis of

3-OST mRNA transcripts revealed different effects of
the demethylating agent among the 3-OST members in
HEMC cells. 5-Aza-de treatment failed to significantly
increase the expression of 3-OST3B mRNA transcript,
concordant with the low methylation state of the CpG
island of this gene. By contrast, 3-OST1 and 3-OST2
mRNA expression levels were significantly increased
(1.5fold) at the higher dose of the demethylating
agent compared to untreated cells (Fig. 48, D). The
transcriptional activity of the 3-OST3A gene was also
stimulated by treatment with both doses of 5-Aza-dc,
which produced ~2.7-fold increase in mRNA expres-
sion levels (Fig. 4B, D). Analysis of the methylation
status of this gene following 5-Aza-dc treatment of
HEMC cells 5h(me(l ~54% promoter demethylation,
suggesting that this effect could account, at least in
part, for the increase in 5-OST3A mRNA expression.
Altogether, the results indicate that trearment with
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5-Aza-dc restores the expression of 3-OST3A and, to a
lesser extent, of 3-O8T1 and 3-OST2, supporting the
view thar DNA methylation is a mechanism affecting
the transcription of these genes in HEMC cells.

The HS sulfation pattern is modified by up-regulation

of sulfotransferase expression

Unlike mutational inactivation, epigenetic alterations
can be reversed by pharmacological means, such as the
use of DNA demethylating agents, for example 5-Aza-
de. The next series of experiments was designed to
determine whether this compound was able to rescue
gene functonality. To provide evidence for possible
changes in HS expression on 5-Aza-dc treatment in
HEMC cells, we examined the effect of the demethyl-
ating agent on GAG-chain structure using biochemical
approaches. To assess possible changes in the overall
charge density of GAG chains on ")-A.cd de treatment,
[q,S]'\Lllt'llt‘-ldl)t‘led and [5’S]me{hlonme/C\steme—h—
beled macromolecules isolated from treated and un-
treated HEMC cells were subjected to anion-exchange
chromatography. Figure 54 shows the elution pattern
of [*S]sulfate-radiolabeled macromolecules following
treatment with chondroitinase ABC. This endoglycosi-
dase degrades galactosaminoglycan chains, leaving in-
tact HSPGs bound to the column. As shown in Fig. 54,
HSPGs from untreated cells emerged as a smgle peak
when the salt gradient was applied (at ~0.45 M NaCl).
Comparison of the gel chromatography profiles of the
chondroitinase digests of [*S]sulfate-labeled macro-
molecules extracted from untreated and b5-Aza-dc-
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treated HEMC cells showed a shift of the resistant peak
corresponding to HSPGs (fractions 45-55), suggesting
a charge increase of HSPGs on 5-Aza-dc treatment. By
contrast, [**S]methionine/cysteine-labeled macromol-
ecules from untreated and treated cells exhibited a
similar profile on anion-exchange chromatography
(Fig. 5B), indicating no major modification in protein
synthesis on b-Aza-dc exposure.

To further investigate changes in GAG synthesis
induced by 5-Aza-dc, treated and untreated cells were
metabolically labeled with [**S]sulfate or [SH]gluw
cosamine, and PGs isolated [rom cell/matrix extracts
were treated with proteinase K to release GAG chains
from their core proteins. GAG chains were then sub-

Jected to digestion with chondroitinase ABC and ana-

lyzed by gel exclusion chromatography. Analysis of the
length of HS chains released by proteinase K treatment
did not show a marked difference, as indicated by
comparison of the chromatography profiles for HS
chains from treated and untreated cells (Fig. 5C).
However, these HS chains contained more [*°S]sulfate
relative to incorporated [*H]glucosamine, corroborat-
ing the idea that the sulfate density of HS chains is
increased on 5Aza-dc treatment, whereas the chain
length is not affected (Fig. 5C). Together, these results
indicate that trearment with the demethylating agent
H-Aza-dc affects the extent of HS sulfation, rather than
HS-chain length in HEMC cells.

To turther examine the effect of 5-Aza-de on HS-
GAG chains, we carried out indirect immunofluores-
cence analysis of the chondrosarcoma cells, using 10E4
anti-HS monoclonal antibody, which is commonly used

BUI ET AL.
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Figure 5. Effect of 5-Aza-dc weamment on cellular HSPG negative charge density and chain length in HEMC cells. A, B)
Anion-exchange chromatography analysis of HSPGs. Untreated and 5-Aza-dc-treated HEMC cells (4 pM) were radiolabeled with
['E"_’S]SC‘4 or [SSS]molhionine/cys[einc for 22 h. After removal of free [*°S] by Sephadex G-50 gel filtration, cellular samples were
subjected to specific digestion by chondroitinase ABC and resolved by anion-exchange chromatography. Elution was carried out
with a NaCl gradient (0.05-0.8 M). Fractions were collected, and radioactivity was evaluated by scintillation counting. A) Elution
prolile of [ ’S]bO -radiolabeled macromolecules. B) Elution profile of [ "5]mc‘l.luonme/cvmmne radiolabeled macromole-
cules. €) Gel-filtration analysis of HS chains. Untreated and 5-Aza-de-treated HEMC cells (4 pM) were radiolabeled with
[*°S180, or [*H]glucosamine for 22 h. After removal of free radioactive label by Sephadex G-50, samples were treated with
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expressed as [**S]SO,/[*H]glucosamine ratio. Moving mobile phase column volume (V) and total liquid phase column volume
(V)), corresponding to the volume of elution of blue dextran and K,CrO,, respectively, are indicated by arrows. Each

chromatogram shows a prolile that is a representative of 3 separate experiments.

to detect HS chains of PGs (38—=40). Prominent stain-
g of the cell membrane was observed in HEMC cells
treated with the demethylating agent, whereas only a
very low signal could be c)l)servecl in untreated cells
(Fig. 6A, B). Since 10E4 antibodies were initially de-
scribed to recognize N-sulfated glucosamine residues
normally present on HS chains (38). the absence of
staining in HEMC cells was unexpected (Fig. 6A).
Indeed, Hela cells used as positive controls exhib-
ited a strong plasma membrane signal (Fig. 6C). How-
ever, several studies indicate that the 10E4 epitope
associated with HSPGs may be inaccessible in some cell
lines (39) and highlight that further characterization of
the epitope is needed (38). Recent evidence indicates
that removal of Osulfate groups from HS chains by
expression of recombinant sulfatase (Sulf) isoforms
in hepatocarcinoma (SNU 449) (41) or pancreatic
(Panc-I) cell lines (42), abolished 10E4 staining, sug-
gesting that Osulfation might contribute to the antige-
nicity of HS chains toward 10E4 antibodies. In agree-
ment, we show that transfection of HEMC cells with
3-OST1 ¢DNA, followed by immunostaining using the
10E4 antibody, gave a strong punctate pattern (Fig.
6F), similar to that observed on 5-Aza-dc treatment,
whereas mock transfected cells exhibited low or no
staining (Fig. 6D). When recombinant cells were
probed with anti-HA antibodies, efficient expression of
3-OST1 was revealed (Fig. 6H), whereas mock-trans-
tected cells showed no staining (Fig. 6G). Similarly,
3-OST3A cDNA expression in HEMC cells was shown
using anti-HA antibodies (Fig. 67) and was associated
with a p:ouounced staining of cell surface HS probed
with anti-10E4 antibodies (Fig. 6F). Altogether, these
observations indicate that 3-OST1 or 3-OST3A expres-
sion produced HS epitopes containing 3-Osulfated
glucosamine residues that are recognized by the 10E4
antibody. Furthermore, our data suggest that 5-Aza-dc
treatment induces modifications of HS chains that are
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similar or identical to those resulting from induction of
3-0OST expression.

Effect of restoration of 3-OST expression on
proliferation, adhesion, and migration in HEMC cells

The next series of experiments were designed to assess
the functional consequences of exposing chondrosar-
coma cells to the demethylating agent 5-Aza-dc and of
expression of 3-OS8T isoforms by cDNA transfection on
proliferation, adhesion, and migration properties. As
shown in Fig. 7A. 5-Aza-dc produced a significant
inhibitory effect on HEMC cell proliferation, as rapidly
as 2 d after chui_, exposure, that reached 43% of
inhibition after 5 d. No cytotoxicity of 5-Aza-dc at the
concentration used (4 pM) was observed as verified
using trypan blue (not shown). Since the antiprolifera-
tive effect of the demethylaung agent may result from
up—legulduon of several genes, it was Important to
determine the specific effect of 3-Osulfation on the
proliferation rate of cells transfected with 3-OST
cDNAs. Interestingly, expression of the 3-OST3A iso-
form significantly reduced HEMC cell proliferation up
to 20%. whereas 3-OST1 did not exert an antiprolifera-
tive effect compared to mock-transfected cells (Fig. 7B).
Protein expression of each isoform was verified by
immunoblot analysis using anti-HA antibodies (not
shown).

Next, the effect of 5-Aza-dc on HEMC cell adhesion
onto fibronectin-coated plates or plates coated with
BSA only was assayed. No significant difference be-
tween B-Aza-de-treated and control cells was observed
when cells were seeded on plates coated with BSA only
or low-dose fibronectin. However, a moderate but
significant increase in adhesion was seen when 5-Aza-
de-treated cells were seeded on plates coated with 200
Kg of fibronectin (Fig. 70). Inter estingly, this effect was
enhanced when HEMC cells were transfected with the
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Figure 6. 5-Aza-dc treatment or expression of recombinant human 3-OST1 or 3-OST3A increases cell surface/matrix HSPG
expression in HEMC cells. Cells were treated with 5-Aza-dc (4 pM) for 7 d or transfected with 3-OST1 or 3-OST3A, and indirect
immunofluorescence staining was performed as described in Materials and Methods with 10E4 anti-HSPGs (A-F) or following
permeabilization with anti-HA antibodies (G-/). A) Untreated HEMC cells. B) 5-Aza-dc-treated HEMC cells. €) HelLa cells. D,
G) Mock-transfected HEMC cells. E, H) pCDNA-30ST1 HEMC transfected cells. £, I) pCDNA-30ST3A-transfected HEMC cells.

3-OST3A expression vector. Indeed, 3-OST3A-express- on the migration rate were next examined. The expres-
ing cells showed a dose-dependent increase of adhesion sion of 3-OST1 zm(l 3-OST3A reduced the migration
when seeded onto fibronectin-coated plates, reaching rate by 22 and 15%, respectively, compared to mock-
65% over control mock-transfected cells (Fig. 7D). transfected cells (Fig. 7F). These results indicate that
However, no significant effect was observed when cells overexpression of either 3-OST1 or 3-OST3A c¢DNA
were transfected with the 3-OST1 expression vector. resulted in a less motile phenotype with a larger effect
Finally, we analyzed the effect of 5-Aza-dc on cell in the case of 3-OST1.
motility using an in witro migration assay. Untreated Altogether, our data showed that 5-Aza-dc inhibits
HEMC cells were found to be hluhl\ motile, reaching a the proliferative rate and migratory ability of HEMC
45-50% cell migration rate after 94 h (Fig. 7E). How- cells and produces a moderate increase of cell adhesion
ever, cells treated with 5-Aza-dc exhibited much less  on fibronectin-coated plates. 3-OST3A ¢cDNA expres-
migration potency through the polycarbonate mem-  sion acted in a comparable way to that of the demethy-
brane using 5% serum as a chemoattractant over a lating agent, whereas 3-OST1 (1111\ produced an antimi-
period of 8, 16, or 24 h (Fig. 7E). The consequences of  gratory effect. These results indicate that reversing the

3-OST1 and 3-OST3A ¢DNA expression in HEMC cells  epigenetic loss of 3-OST expression or restoring expres-
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Figure 7. Effect of 3-OST expression on HEMC cell proliferation, adhesion, and migration. A) Untreated and 4 pM
5-Aza-de-treated HEMC cells were seeded onto 24-well plates, and proliferation was evaluated by measurement of DNA content
after 1 to b d culture time. B) HEMC cells were transiently transfected with 3-OST1 or 3-OST3A ¢DNA for 48 h and analyzed
for proliferation as described for A. Results are expressed as DNA concentration and are means * sg ol 3 to 6 observations. P <
0.05, ¥¥P < 0.001 vs. untreated or mock-ransfected cells; 2-way ANOVA with Bonferroni’s multiple comparison post hoc test.
C) Untreated and 4 pM 5-Aza-dc-treated HEMC cells were plated onto wells coated with BSA only or with 100 or 200 pg of
fibronectin for 30 min at 37°C. After washing, adherent cells were quantified after fixation by crystal violet staining and
absorbance measurement at a wavelength of 550 nm. Attachment of cells to plates coated with BSA only was assigned a value
of 100%. D) HEMC cells were transiently transfected by 3-OST1 or 3-OST3A c¢DNA for 48 h and assaved [or adhesion as
described for €. Atachment of cells to plates coated with BSA only was assigned a value ol 100%. Results are expressed as
means = sg ol 3 to 6 observations. *P << 0.05, #*P < 0.01, #*P<0.001 vs. corresponding control; l-way ANOVA with
Bonferroni’s multiple comparison post hoc test. E) Untreated and 4 pM H-Aza-de-treated HEMC cells were incubated with
mitomycin C to block cell proliferation. Cells were plated on Transwell inserts in serum-free medium containing 0.1% BSA and
left to migrate through the polycarbonate membrane to the lower chamber, containing medium with 5% FBS. After 8, 16, and
24 h, unwreated and 5-Aza- de-treated cells were washed, fixed, and stained with methyl blue. Quantification was performed by
optical density reading at a wavelength of 663 nm. /) HEMC cells were transiently transfected with 3-OST1 or 3-OST3A cDNA
for 48 h and analyzed for migration potency after I8 h as described for E. Results are expressed as percentage of migration and
are means = SE of 3 to 6 observations. *P < 0.05, ¥*P < 0.01, **P<0.001 vs. corresponding control; l-way ANOVA with
Bonferroni’s multiple comparison post hoe test.

sion by transient 3-OSTSA expression is accompanied
by a reduction of the proliferation and migration
capacity of HEMC cells, together with an increased
adhesion ability that could counteract the invasiveness
of chondrosarcoma cells.

DISCUSSION

A growing body of evidence supports an important role
for GAGs at key pathophysiological stages of tumori-
genesis and progression. HS-GAGs regulate tumor
growth, tumor-cell adhesion, invasion, hematogenous
metastasis, and angiogenesis (3). These effects are
thought to be mediated by multiple interactions with
growth factors, cytokines, chemokines, extracellular
matrix proteins, and coagulation factors (1). In some
cases, these interactions are highly specific in terms of
the degree and position of sulfation required to achieve
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high-attinity binding. The classic example is antithrom-
bin III, in which a specific pentasaccharide, including a
3-Osultated glucosamine residue, is essential for high-
affinity interactions (43, 44). Specific patterns of sulfa-
tion are required for binding members of the fibroblast
growth factor (FGF) family and signal transduction
mediated by these growth factors (45). In vive studies in
transgenic mice clearly indicate that changes in the fine
structure of cell surface HS have profound effects on
tumor cell growth and metastasis (46). However, al-
though it is well documented that the profile of cellular
HS-GAGs is critical for tumor behavior, our under-
standing of the regulation of the biosynthetic machin-
ery governing the structure of HS chains in cancer cells
remains limited. In this study, we show for the first time
that a specific expression pattern of HS-3-Osulfotrans-
ferases 1s driven by an epigenetic mechanism involving
DNA methylation in a chondrosarcoma cell line, se-
lected as a model of invasive tumors involving connec-
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tive tissue. We demonstrate that CpG islands within the
proximal region of the 3-OST genes were hypermethy-
lated, an event associated with down-regulation of the
expression of several members of the 3-OST family in
HEMC cells. Notably, exposure of chondrosarcoma
cells to a demethylating agent or overexpression of
3-OST3A cDNA led to the reversion of certain charac-
ters associated with invasiveness, namely cell prolifera-
tion, attachment to extracellular matrix proteins, and
cell migration. Overexpression of 3-OST1 produced a
moderate but significant antimigratory effect on HEMC
cells. To our knowledge, this study provides the first
evidence for the effect of epigenetic regulation of
HS-Osulfotransferase gene expression on cancer cell
phenotype.

These findings are the result of an extensive DNA
methylation analysis of the genes coding for the biosyn-
thetic enzymes involved in HS-chain formation and
modification in HEMC cells, where we first observed
that the CpG island of the glycosyltransferase genes
mvolved in HS synthesis exhibit a low number of
methylated sites in the chondrosarcoma cells. The
biosynthetic pathway of HS chains is initiated by the
sequential addition of 4 monosaccharides, forming a
linker sequence that serves as a primer for further
polymerization of the polysaccharide chains wvia the
successive and coordinate action of an array of glyco-
syltransferase enzymes. The formation of the tetrasa-
charide linker region catalyzed by XT-I, B4Gall7,
B3GalT6, and GlcAT-I is common to HS- and CS-chain
synthesis pathways. The observation that this process is
unatfected by inhibition of CpG methylation is not
unexpected, since the initiation steps are absolutely
required prior to the elongation of both types of GAG
chains and thus are predicted to be tightly regulated
(47). Indeed. a defect in initiation of GAG synthesis
would compromise not only HS burt also €S expression
and would be expected to be deleterious to cell and
tissue functions.

Our results also provide strong evidence that DNA
methylation-associated gene silencing alters neither the
mitiation nor the polymerizaton of HS chains in
HEMC cells. This is based on the following: the EXT1
gene promoter displayed no hypermethylation profile,
no change in EXTI mRNA transcript level was ob-
served on 5-Aza-dc trearment, and analysis of cellular
HSPGs showed no modification of HS-chain length on
cell reatment with a DNA-methyltransferase mhibitor.
These data, based on genetic and biochemical analysis,
indicate that HS-chain formation catalyzed by EXTT,
the glycosyltransferase playing a primordial role in HS
chain polymerization, is not regulated by an epigenetic
mechanism involving DNA methylation in chondrosar-
coma cells. The lack of hypermethylation of the EXT]
gene in HEMC cells is consistent with other studies
indicating that neither chondrosarcomas nor osteosar-
comas exhibited aberrant methylaton at the EXT]
locus (24, 48). Interestingly, Ropero el al. (24) provided
evidence for aberrant methylation of the EXTT pro-
moter in acute types of leukemia, suggesting that the
defect in HS chains resulting from epigenetic silencing
of an HS biosynthetic glycosyltransferase is a critical
step in the development of this group of malignancies.
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However, in chondrosarcoma, our results and other
studies indicate that although genetic alteration of the
EXTI locus leads to cartilaginous and bone malignan-
cies in HME, silencing of the EXT gene is not a
characteristic feature of these tumor cells. Altogether,
our results show that in HEMC cells, regulation of the
glycosyltransferases that are responsible for the initia-
tion and polymerization of the saccharide backbone of
HS chains does not involve an epigenetic mechanism
driven by DNA methylation.

A strong body of evidence has demonstrated that HS
sequence patterns generated by sulfotransferases have
profound consequences on the cellular functions of
proteoglycans (11). This led us to examine the poten-
tial effect of epigeneric regulation on properties and
functions of these enzymes, which modify the polysac-
charide GAG chains, in a model tumor cell line.
Interestungly, examination of the methylation status of
the NDST and OST gene families revealed aberrant
methylation status of a specific set of genes in chondro-
sarcoma cells. Indeed, establishment of the methylation
pattern of the genes that contain CpG islands showed
extensive DNA methylation of the 3-OST1, 3-OST3A,
and 3-057T6 gene family members in HEMC cells, and a
lower number of methylated sites in the proximal
promoter region of the 3-OST2 gene. By contrast,
low-level or no promoter methylation was observed in
the NDST2, NDST3, HS28T1, and HS6ST1 genes. The
role of DNA methylation as a regulatory mechanism
mfluencing HSPG 3-Osulfation was confirmed by the
observation that treatment with 5-Aza-dc, widely used as
a DNA-methyltransferase inhibitor, enhanced 3-OST1,
3-05T2, and to the largest extent, 3-OST3A mRNA
expression level in HEMC cells. Further analysis of the
methylation profile of the 3-0ST3A CpG island follow-
ing treatment of HEMC cells with 5-Aza-dc indicated
that the drug significantly reduced the number of
methylated sites, suggesting that the increase in
3-OST3A gene expression could be attributed, at least
in part, to 5-Aza-dc-induced demethylation. However, it is
also possible that demethylation of transcription factor
genes involved in 3-OST3A regulation on 5-Aza-dc treat-
ment could contribute to sulfotransferase promoter acti-
vation.

The lack of effect of 5-Aza-dc on 3-OST3B, HS28T1,
and HS6ST] transcript levels is correlated with the low
number or absence of methylated sites at the CpG
island of these genes. On the other hand, NDST! and
HS65T2 were found to be hypermethylated in chondro-
sarcoma cells, and exposure to 5-Aza-de reduced their
methylation content and induced their mRNA levels,
indicating that expression of these genes might be
regulated at the epigenetic level. However, since NDST']
and HS65T2 exhibited a similar hypermethylation pro-
file in blood cells, no exclusive link between the meth-
ylation status of these genes and the pathogenesis of
chondrosarcoma could be established ar that stage.

Since a methylation event was found to be involved
in the regulation of several members of the 3-0ST
family in HEMC cells, a key issue was next to deter-
mine whether up-regulation of 3-OST expression had
an effect on HSPG structure and function. Following
[S¥]sulfate metabolic labeling, analysis of cellular
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HSPGs by anion-exchange chromatography provided
evidence for an increase in charge on 5-Aza-dc treat-
ment. This effect was likely due to an increase in
HS-chain sulfation, based on the following: the degree
of HS-GAG chain sulfation was increased. whereas the
chain length was unchanged, as shown by gel-filtration
chromatography; the synthesis and charge of proteins
were not affected by 5-Aza-dc wreatment; and a strong
mcrease in HEMC cell membrane/pericellular HS ex-
pression on b-Aza-dc treatment. as well as on 3-OST
cDNA transfection, was evidenced by indirect immuno-
fluorescence microscopy. Altogether, our results sug-
gest that reversing the hypermethylation state of HS-
biosynthetic genes by 5-Aza-dc treatment in HEMC cells
mainly affects HS-chain sulfarion, an effect that can be
attributed, at least in part, to enhanced 3-OST expres-
sion.

Epiﬂrenetic changes plzlv predominant roles in the
promotion or suppression of tumor growth, invasion,
and metastasis. It was thus essential to evaluate the
potental biological significance of aberrant methyl-
ation of HS-biosynthetic enzymes in the chondrosar-
coma cells. To this aim, we determined the effects of
5-Aza-dc treatment, on one hand, and those of 3-OST1
and 3-OST3A cDNA expression, on the other hand, on
several parameters linked to the invasive character of
HEMC cells. Our results show that not only 5-Aza-dc
trearment but also expression of 3-OST3A cDNA was
able to produce a significant decrease in chondrosar-
coma cell proliferation. In addition, 3-OST3A overex-
pression promoted cell adhesion to a fibronectin sub-
strate, an important finding since attachment of tumor
cells to the extracellular matrix is required for cell
motility and invasion. Concordantly, it was recently
shown that the fine structure of HS is critical in binding
the Hepll domain of fibronectin for optimal cell attach-
ment (49). Our results suggest that 3-Osulfation cata-
lyzed by 3-OST3A may also be a determinant for
fibronectin binding, although further studies are re-
quired to confirm this assumption. Finally, an in vitro
migration assay clearly showed that either treatment of
HEMC cells with the demethylating agent or expression
of 3-OST1 and 3-OST3A ¢cDNA resulted n a less motile
cell phenotype. Although the mechanisms underlying
these observations warrant further investigation, our
findings suggest that dysregulation of 3-OST expres-
sion, with the consequent effects on HS-3-Osulfation,
contributes to several characteristics associated with
tumor behavior, at least in HEMC cells. Should this be
found to be a more widespread effect, it would have
significant implications for our undelﬁtan(lmg of the
molecular basis of tumor cell invasiveness and metasta-
sis. The regulation of 3-OST expressaon in different
types of tumor cells is currently under investigation.
The key structure for the 3-Osulfated functlonal do-
mains of heparin and HSPGs are produced via the
action of 7 distinct enzymes belonging to the largest
HS-Osulfotransferase family. 3-OST1 wansfers sulfate
groups to the 3-OH position of the Nsulfated glu-
cosamine residue that is linked to a GlcA residue at the
nonreducing end, to provide a binding site for anu-
thrombin (43). HS modified by 3-OST2, OST3A,
OST3B, OST4, and OST6 binds to HSV-1 gD and assists
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ral entry (50, 51). Nonetheless, the biological signifi-
cance of 3-Osulfate other than regulation of blood
coagulation and HSV-1 entry remains unknown at the
present time, although several recent reports support
additional functions, such as in glomerular filtration or
FGF-7 [keratinocyte growth factor (KGF)] binding
(52). Surprisingly, Hs3sil~/~ knockout mice did not
exhibit a procoagulant phenotype, but showed postna-
tal lethality and murauterine growth retardation (53).
Reduction of the expression of Drosophila melanogaster
30STB, a homologue of mammalian 3-OST enzymes,
by transgenic RNAI resulted in a phenotype of Notch
signaling deficiency (54). Interestingly. Mochizuki et
al. (b5) recently demonstrated that several 3-OST
enzymes produce HS-tetrasulfated disaccharides
present in most tissues, suggesting a broader, al-
though unknown, physiological role. Recently, Van-
pouille ¢ al. (56) demonstrated that 3-O-sulfated
glucosamine residues were responsible for HS inter-
actions with the inflammatory mediator cyclophilin
B. An intriguing possibility being raised is that the
promigratory activity of this inflammartory mediaror
might be dependent on interactions with specific
binding HS domains present at the cell surface of
responsive T lymphocytes. Our investigations of the
functional properties triggered by 3-OST expression
support the possibility of a novel role for HS-3-0-
sulfation as an antimigratory/antiinvasiveness modu-
lator, at least in chondrosarcoma cells. In this regard,
the importance of 3-Osulfate groups in the specificity
of interactions between heparin/HS and FGF-7 and
FGF-10 is of special interest (52), taking into account
the effect of these growth factors in the regulation of
the proliferation of several cell types (57) and cell-
stroma interactions (58). Our study reinforces the
concept that regulation of sulfotransferases, which in
turn determines specific carbohydrate structural
modifications of HS chains, has a vital influence in
the modulation of glycan function in cancer (59).

CONCLUSIONS

We have demonstrated that aberrant methylation of a
specific set of sulfotransferase genes responsible for the
modification of HS chains alters GAG-chain sulfation
and contributes to alteration of the cell phenotype and
mvasive properties of HEMC chondrosarcoma cells, an
mmportant aspect of cancer growth and metastasis con-
trol. Epigenetic abnormalities, such as aberrant meth-
ylation of CpG islands, have a major effect on carcino-
genesis, and methylation of many genes is found to be
associated with poor response to chemotherapy and
with poor prognosis (60). However, epigenetic alter-
ations are potentially reversible. The use of DNA
demethylating agents has turned out to be effective
for hematological malignancies and is being used to
treat solid tumors (60). Chondrosarcomas remain
challenging malignancies both in terms of therapeu-
tic options and prognosis, since they are resistant to
conventional chemotherapy and radiation therapy
(61). Our results uncover a new mechanism that
might play a role in chondrosarcoma pathogenesis
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and lead to the identification of novel therapeutic

approaches.
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Etude des mécanismes de régulation des voies de biosynthése des

GAGs

Un aspect complémentaire de ma thése a été consacré a la compréhension des mécanismes de
régulation de la synthése des PGs. Dans ce cadre, j’ai participé, en collaboration avec
Catherine Bui, a une étude originale qui a consisté¢ a déterminer le role des modifications
épigénétiques dans la régulation de I’expression des geénes codant pour les enzymes

impliquées dans I’initiation, la polymérisation et la modification des chaines d’HS.

Il est établi que la régulation épigénétique par hyperméthylation de ’ADN constitue un
¢vénement majeur du processus de cancérogenese. De plus, des études récentes ont montré
que la méthylation de I’ADN et d’autres modifications épigénétiques pourraient également
étre impliquées dans certaines arthropathies telles que 1’arthrose et les arthrites rhumatoides
(Takami et al., 2006; Nile et al., 2008). Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés a
I’é¢tude d’un modele cellulaire de chondrosarcome humain H-EMC-SS (HEMC), qui constitue

une lignée a caractére invasif des tissus conjonctifs.
Cette étude a donné lieu a la Publication n°3

EPIGENETICS: METHYLATED-ASSOCIATED REPRESSION OF HEPARAN 3-O-
SULFOTRANSFERASE GENE EXPRESSION CONTRIBUTES TO THE INVASIVE
PHENOTYPE OF H-EMC-SS CHONDROSARCOMA CELLS

Catherine Bui, Mohamed Ouzzine, Ibtissam Talhaoui, Sheila Sharp, Kristian Prydz, Michael

W.H. Cougthrie and Sylvie Fournel-Gigleux.

FASEB J. (2010) 24; 436-450

1. Analyse du profil de méthylation des génes codant pour les GTs et les STs

impliquées dans la synthése et 1a modification des HS dans les cellules HEMC

Dans un premier temps, nous avons analys¢ la séquence des régions promotrices des GTs
intervenant dans la biosyntheése des HS, notamment, les geénes codants pour la XT-I, la
B4GalT7, la B3GalT6, la GIcAT-I et ’EXTI, ainsi que les geénes codant pour les enzymes
impliquées dans la modification des chaines d’HS par N-sulfatation (NDSTs) et O-sulfatation
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(HS2ST, HS6STs et 3-OSTs). Cette approche a permis d’identifier la présence de régions
riches en nucléotides cytidine (C) et guanosine (G), appelées lots CpG, dans la plupart des
geénes ¢étudiés. Ces 1lots CpG sont localisés au niveau de la région promotrice proximale et du
premier exon des geénes cibles. Ils constituent des sites potentiels de méthylation de I’ADN et
par conséquent, un mécanisme de régulation de I’expression de ces génes dans les cellules
d’origine cancéreuse HEMC a été envisagé. Nous avons étudié le profil de méthylation de
chacun des génes mentionnés précédemment par la méthode de conversion au bisulfite. C’est
une technique qui permet d’analyser la méthylation de I’ADN par conversion spécifique des
nucléotides C non méthylés en uracile (U), puis amplification de la région d’intérét par PCR
introduisant des résidus thymidine (T), suivi du séquengage du produit de PCR qui donne une

carte de méthylation.

L’analyse du profil de méthylation pour chacun des quatre génes codant pour les GTs
impliquées dans la synthése de I’amorce tétrasaccharidique montre qu’ils sont trés peu ou pas
méthylés. Par conséquent, cette régulation épigénétique ne serait pas impliquée dans le
contrble de I’initiation de la synthése des chaines de GAGs dans le modéle étudié de
chondrosarcome humain (Publication n°3, Figure 1). De facon intéressante, nous avons
démontré que les genes codants pour la NDST1, I’'HS6ST2, les 3-OST1, 3-OST3A et 3-OST6
sont hyperméthylés dans un ordre décroissant de 100% a 38% pour la 3-OST6, dans les
cellules HEMC (Publication n°3, Figure 2A et 3C).

2. Analyse des conséquences de la déméthylation des génes d’intérét par évaluation
de leur taux d’expression dans des cellules de chondrosarcome humain apres traitement

par la 5-Aza-dc

Dans un deuxieme temps, nous avons étudi¢ ’effet de la déméthylation des genes d’intérét sur
leur niveau d’expression, par traitement des cellules HEMC a la 5-Aza-2’-déoxycytidine (5-
Aza-dc). Pour ce faire, nous avons donc traité les cellules en culture a la 5-Aza-dc, qui est un
agent inhibiteur de la méthylation de I’ADN via la répression irréversible des ADN-
méthyltransférases (DNMTs). Apres extraction et purification des ARN totaux, le taux
d’expression des genes identifiés comme hyperméthylés dans les cellules HEMC a été évalué

par RT-PCR semi-quantitative (Publication n°3, Figure 4).

La comparaison du niveau d’expression de I’ARNm du géne EXT1 dans les cellules traitées
et non traitées a la 5-Aza-dc ne montre aucune différence. Cette constatation est en accord

avec le résultat précédent (Publication n°3, Figure 1), qui a démontré que ce géne n’est pas
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hyperméthylé et par conséquent, ne serait pas soumis a un processus de régulation
épigénétique par méthylation de I’ADN (Publication n°3, Figure 4A et 4C). En revanche, le
traitement par la 5-Aza-dc semble augmenter la transcription des geénes codant pour la
NDSTI1, HS6ST2, 3-OST1, 3-OST2 et 3-OST3A de facon significative (Publication n°3,
Figure 4). Ce résultat est également en accord avec la présence d’une hyperméthylation
importante au niveau de ces génes et corrobore 1’implication d’une régulation épigénétique
via un mécanisme de méthylation de ’ADN, de la sulfatation des chaines d’HS, dans les

cellules de chondrosarcome humain.

3. Analyse de Deffet du traitement des cellules HEMC par la 5-Aza-dc sur la

sulfatation des chaines de GAGs des PGs cellulaires

Nous avons poursuivi cette étude par la détermination des conséquences de la méthylation de
I’ADN sur la sulfatation des GAGs de ces cellules de chondrosarcome humain. Pour atteindre
cet objectif, nous avons développé des approches biochimiques qui permettent d’analyser la
taille et la charge ionique de ces molécules par chromatographie d’exclusion et échangeuse

d’anions, respectivement.

Les cellules HEMC traitées ou non par la 5-Aza-dc ont été incubées en présence de sulfate

radiomarqué [*S] ou [*°SICys-Met. Les lysats cellulaires ont été ensuite soumis 4 une

digestion a la chondroitinase ABC afin de permettre une analyse spécifique des HSPGs
produits par les cellules de chondrosarcome humain. En effet, il a ét¢ démontré que ces

cellules produisent majoritairement des HSPGs cellulaires (résultats non publiés).

Les modifications du degré de sulfatation des chaines de GAGs s’accompagnent d’une
modification de leur charge et par conséquent, I’analyse par chromatographie échangeuse
d’anions montrera des changements du temps de rétention de ces molécules.

La comparaison du profil d’élution de I’extrait des cellules traitées a la 5-Aza-dc a celui des
cellules non traitées, aprés radiomarquage au [>°S], montre une nette différence. En effet, le
traitement a la 5-Aza-dc provoque un décalage du pic d’élution vers la droite traduisant une
augmentation de la charge des HSPGs produits dans les cellules HEMC (Publication n°3,
Figure 5A). Cet effet peut résulter de différents facteurs, soit de I’augmentation du nombre de
groupements sulfates, soit de I’augmentation de la quantité des HSPGs produits et/ou encore
de ’augmentation de la longueur des chaines d’HS. Pour vérifier chacune de ces hypothéses,

nous avons réalis¢ différents radiomarquages et analyses chromatographiques.
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L’analyse par chromatographie de gel-filtration, aprés radiomarquage a la [*°>S]Cys-Met,
montre que les cellules traitées et non traitées a la 5-Aza-dc présentent le méme profil avec
des pics superposés (Publication n°3, Figure 5B). Ce résultat permet d’exclure 1’hypothése
selon laquelle 1’augmentation de la charge des HSPGs est due a I’augmentation de la quantité

des PGs produit dans les cellules traitées par la 5-Aza-dc. Ensuite, nous avons procédé a la

réalisation d’une deuxiéme série de radiomarquage en présence de [°SISO, et [PH]GIcN afin

de suivre, respectivement, le degré de sulfatation et la formation des chaines
polysaccharidiques de GAGs. Les PGs isolés a partir de cellules HEMC traitées et non traitées
et préalablement radiomarquées ont été soumis a une digestion a la protéinase K, afin de
libérer les chalnes glycosaminoglycaniques de leur protéine "core". Les GAGs ainsi obtenus

ont été digérés a la chondroitinase ABC, avant d’étre analysés par chromatographie

d’exclusion. Le chromatogramme correspondant au rapport du taux d’incorporation [*°SI/[*H]

permet d’estimer la longueur des chaines d’HS. Ainsi, le traitement des cellules a la 5-Aza-dc

ne semble pas modifier le profil du chromatogramme obtenu, mais produit une augmentation

de la quantité de [*>S] incorporé par rapport & la quantité de [’H] dans les HSPGs des cellules

HEMC (Publication n°3, Figure 5C). Cette expérience montre une augmentation du degré de

sulfatation des chaines d’HS et non pas de leur longueur par le traitement déméthylant.

Pour résumer, nous avons démontré par cette approche que la déméthylation de I’ADN,
induite par le traitement a la 5-Aza-dc, provoque une augmentation du degré de sulfatation
des chaines HS dans les cellules du chondrosarcome humain. Par conséquent, un mécanisme
de méthylation aberrante de I’ADN est potentiellement impliqué dans le controle de la

sulfatation des HSPGs dans les cellules HEMC.

4. Comparaison entre I’effet de la surexpression des 3-OSTs et le traitement par la

5-Aza-dc sur ’expression des HSPGs dans les cellules HEMC

De facon complémentaire, nous avons étudié¢ I’expression des HSPGs dans les cellules de
chondrosarcome humain, traitées par la 5-Aza-dc ou transfectées avec le plasmide vide ou
portant le geéne codant pour la 3-OST1 ou 3-OST3A (pcDNA-3-OST1-HA et pcDNA-3-
OST3A-HA), par une technique d’immunomarquage par fluorescence indirecte au moyen

d’un anticorps anti-HSPG (épitope 10E4).

Les cellules HEMC non traitées ainsi que celles transfectées avec le plasmide vide montrent

la présence d’un signal tres faible des chaines d’HS (Publication n°3, Figure 6A et 6D). En
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revanche, le traitement de ces cellules avec la 5-Aza-dc ou leur transfection avec la 3-OST1 et
3-OST3A augmente de fagon importante 1’expression des chaines d’HS (Publication n°3,
Figure 6B, 6E et 6F). Simultanément, 1I’expression des STs recombinantes dans les cellules
transfectées a été suivie par un immunomarquage au moyen d’un anticorps anti-HA

(Publication n°3, Figure 6H et 6]).

L’ensemble de ces résultats confirme la présence d’un processus de régulation épigénétique,
via la méthylation de I’ADN, impliqué dans la régulation de ’expression des genes codant
pour la 3-OST1 et la 3-OST3A et qui par conséquent, influence le taux de sulfatation des

HSPGs dans les cellules de chondrosarcome humain.

5. Effet des modifications de la sulfatation des HSPGs sur le comportement

cellulaire des HEMC

La derni¢re partie de ce travail a été consacrée a la caractérisation des conséquences de
modifications de la sulfatation des HSPGs, sur les propriétés phénotypiques des cellules
HEMC, potentiellement impliquées dans le processus cancéreux tels que la prolifération,

I’adhésion, et la migration.

Le traitement par la 5-Aza-dc diminue, comme attendu, la prolifération des cellules HEMC de
fagon importante (45%), tandis que la surexpression de la 3-OST3A a un effet inhibiteur plus
modéré (20%) sur ’inhibition de la prolifération cellulaire. Quant a la surexpression de la 3-
OST1, elle ne semble pas affecter ce parametre cellulaire dans les cellules HEMC
(Publication n°3, Figure 7A et 7B). Ces résultats suggerent que la prolifération des cellules de
chondrosarcome humain semble étre régulée par la méthylation du géne codant pour la 3-

OST3A.

Nous avons ensuite étudié I’effet du traitement par la 5-Aza-dc ou la transfection de la 3-
OST1 et 3-OST3A dans les cellules de chondrosarcome humain, sur 1’adhésion de ces cellules
en utilisant la fibronectine comme ligand. Les cellules traitées par la 5-Aza-dc présentent une
augmentation significative de leur capacité d’adhésion en présence de 200 pug de fibronectine
(Publication n 3°, Figure 7C). Apres transfection des cellules HEMC avec le plasmide codant
pour la 3-OST3A, leur capacité d’adhésion semble étre augmentée en fonction de la dose de
la fibronectine utilisée. Enfin, I’expression de la 3-OST1 n’affecte pas le taux d’adhésion des

cellules HEMC (Publication n°3, Figure 7D).
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De facon complémentaire, le dernier objectif de cette étude a ét¢ de déterminer I’implication
de la méthylation de I’ADN ou de la surexpression des genes 3-OST1 et 3-OST3A dans le
processus de la migration cellulaire des cellules de chondrosarcome humaine et dans le
caractere invasif de ce type de cancer. Pour atteindre cet objectif, nous avons utilisé¢ un
systéme appelé chambre de Boyden qui permet d’évaluer le potentiel migratoire des cellules.
Dans un premier temps, nous avons pu démontrer que la déméthylation de I’ADN par le
traitement des cellules HEMC par la 5-Aza-dc diminue de fagon significative le taux de la
migration cellulaire (Publication n°3, Figure 7E). Dans un deuxiéme temps, nous avons
prouvé que la surexpression de la 3-OST1 et 3-OST3A provoque une baisse significative du

pouvoir migratoire des cellules du chondrosarcome humain, HEMC (Publication n°3, Figure

7F).

L’ensemble de ces résultats suggere fortement I’implication de 1’altération de la sulfatation

des HSPGs dans le phénotype invasif des cellules de chondrosarcome humain.
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Discussion

Les PGs sont des macromolécules multifonctionnelles complexes, dont les chaines de GAGs
sont impliquées dans de nombreux processus biologiques, physiologiques et pathologiques.
Du fait de laltération de la biosynthése et/ou de la modification des chaines
glycosaminoglycaniques observées au cours de multiples affections, I’étude de ces molécules
constitue un enjeu médical majeur. Notamment, dans le cas du processus cancéreux, la
dérégulation de I’expression des GAGs, et plus particulierement des HS, est associ¢e a la
progression tumorale et métastasique. Ainsi, la diminution de la sulfatation des HSPGs
modifie les propriétés d’adhésion cellulaire des cellules tumorales et pourrait participer a
I’acquisition d’un phénotype invasif (Robinson et al., 1984). Le suivi de ’altération de la
sulfatation des chaines d’HS aurait une valeur pronostique dans le cas de tumeurs malignes
telles que le mélanome humain (Sasisekharan et al., 2002). A la lumiére de ces travaux, il est
devenu évident que la caractérisation des enzymes impliquées dans la machinerie de
biosynthese, notamment les GTs et les STs, ouvrirait des perspectives vers le développement
de stratégies innovantes dans le traitement des pathologies associées a la perturbation de la

synthese des GAGs.

La B4GalT7 est une enzyme qui intervient a un stade précoce de I’initiation des voies de
biosynthese des GAGs. Sa présence est essentielle a la formation des chaines de CS/DS et
d’Hp/HS (Almeida et al., 1999). Chez ’homme, il a ét¢ démontré que trois mutations de la
B4GalT7 sont a l'origine d’une maladie héréditaire connue sous le nom de syndrome
progéroide d’Ehlers-Danlos. Par ailleurs, cette enzyme posséde la capacité¢ d’initier la
synthése des chaines de GAGs a partir de substrats xylosidiques exogenes, a la fois in vitro et
in vivo. Ainsi, la B4GalT7 constitue une cible pharmacologique potentielle pour le
développement de molécules thérapeutiques destinées a remédier au déficit de synthése des
chaines de GAGs.

Dans ce contexte, mon travail de theése a été organisé selon deux axes : 1- Exploration des
mécanismes d’initiation de la syntheése des GAGs; 2- Etude de la régulation de la biosynthese

et des modifications des chaines d’HS.

Nous nous sommes en premier lieu attachés a la caractérisation structurale et fonctionnelle de
la B4GalT7 recombinante humaine. De facon complémentaire, nous avons cherché a
déterminer les mécanismes moléculaires par lesquels les mutations génétiques de la f4GalT7

contribuent au syndrome progéroide d’Ehlers-Danlos.
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Dans le cadre de ces études, nous avons établi un arbre phylogénétique qui a permis
d’identifier 48 membres de la famille des B4GalT7s au sein de différentes espéces et 6
B4GalTs humaines (1 a 6) dont les génes présentent une relation évolutive. L’alignement des
séquences peptidiques de ces 54 enzymes montre la présence de 8 motifs fortement conservés,
notamment les motifs 3 et 5 qui contiennent respectivement les séquences '“DVD'® et
2IEWGWGREDDE™’ et le motif 6 contenant la séquence 2 "HLH**’, qui ont fait I"objet de
mon ¢étude. Cette approche a été complétée par la réalisation d’un modele moléculaire de la
B4GalT7 humaine basé sur la structure cristallographique de la B4GalT7 de drosophile en
présence d’UDP (Ramakrishnan and Qasba, 2010) et I’organisation 3D de la f4GalT1 bovine

cristallisée en complexe avec I’'UDP-Gal (Ramakrishnan et al., 2002).

A la lumiere des informations fournies par ces approches, nous avons procédé par une étude
de mutagenese dirigée, a D’analyse des conséquences fonctionnelles de substitutions
conservatives et non conservatives des acides aminés situés dans les séquences '“DVD'®

2IFWGWGREDDE> et *’"HLH>”’ de la p4GalT7 humaine. Ainsi, j’ai caractérisé, in vitro

et ex vivo, les conséquences de ces mutations sur la reconnaissance des substrats et/ou la
catalyse enzymatique, ou encore sur l’organisation structurale de la P4GalT7 humaine
recombinante. La spécificité de I’enzyme sauvage et mutée vis-a-vis des substrats donneur et
accepteur a également été analysée. Enfin, nous avons développé une approche
complémentaire afin d’étudier la capacité de I’enzyme sauvage et mutée a initier: 1- La
synthése des GAGs endogenes dans des cellules déficientes en B4GalT7; 2- La synthese des
chaines de GAGs a partir d’un substrat xylosidique exogene (4-MOX); 3- La syntheése des
chaines de GAGs sur la décorine choisie comme modele de protéine "core". La décorine est
un membre de la famille des SLRPs. Le choix de ce PG est fondé sur le fait que 1’altération de
la synthese des chaines de GAGs de la décorine est caractéristique du syndrome progéroide

d’Ehlers-Danlos (Seidler et al., 2006).

Les approches in vitro et ex vivo ont confirmé 1I’importance fonctionnelle des deux résidus
Asp du motif 'DVD'®. La mutation de I’ Asp163 ou de I’Asp165 en Ala conduit a une perte
complete de I’activité enzymatique de la B4GalT7, évaluée in vitro. De plus, la substitution
conservative de I’Asp163 par un acide aminé Glu ne restaure pas 1’activité GalT de I’enzyme.
Le mode¢le moléculaire de 1’organisation 3D de la B4GalT7 humaine suggére une interaction
entre ce résidu et I’UDP-Gal. Ainsi, on peut émettre I’hypothése selon laquelle le
remplacement de 1’Asp163 par un résidu Glu, dont la chaine latérale est plus longue, produit

un encombrement stérique empéchant 1’interaction entre 1’enzyme et le substrat donneur.
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D’un autre c6té, le remplacement de 1’Asp165 par un résidu Glu permet une restauration
partielle de I’activité GalT in vitro et ex vivo comparée a celle de I’enzyme sauvage. Ainsi, un
résidu Glu en position 165 serait capable de préserver la liaison de coordination avec le cation
Mn?". Enfin, la mutation de la Vall64 en Ala n’a pas de répercussions importantes sur les
constantes cinétiques de 1’enzyme vis-a-vis de ’UDP-Gal, dont la valeur de K, reste
inchangée par rapport a la protéine sauvage. Ce résultat suggére que la Vall63
n’interviendrait pas dans la reconnaissance ou la fixation du substrat donneur. A 1’appui de ce
résultat, le modéle moléculaire de la f4GalT7 suggére que la chaine latérale de cet acide
aminé est située hors du site de fixation de I’'UDP-Gal.

L’analyse structurale du domaine catalytique de différentes GTs a révélé que ces enzymes
sont des protéines globulaires qui présentent majoritairement un repliement de type GT-A ou
GT-B (Bourne et al., 2001; Qasba et al., 2005). Chez les mammiferes, la f4GalT7 ainsi que
les GalTs et les GlcNAc-Ts (N-acétylglucosaminyltransférases) sont des enzymes
caractérisées par un repliement de type GT-A, qui possédent généralement un motif DXD
impliqué dans la liaison des cations divalents (Breton et al, 1999). La structure
cristallographique de la B4GalT1 bovine établie par Ramakrishnan et al. (2002) indique que
1I’Asp254 (équivalent de I’Asp165 de la B4GalT7 humaine) forme une liaison de coordination
avec le cofacteur métallique Mn>", de maniére identique & 1’Asp147 de la B4GalT7 de
drosophile (Ramakrishnan and Qasba, 2010). Ainsi, la f4GalT7 humaine présenterait un
repliement GT-A de type classique, avec un motif DXD dont le premier résidu Asp
interagirait avec I’UDP-Gal, tandis que le deuxieéme Asp formerait une liaison de coordination

: 2+
avec le cation Mn“".

La deuxiéme partie de cette étude a été consacrée a I’exploration du motif
2'FEWGWGREDDE™’ de la p4GalT7 humaine. Cette séquence est fortement conservée au
sein des P4GalTs humaines et des P4GalT7s de différentes especes. En effet, ce motif
peptidique appartient au domaine catalytique de I’enzyme et contient des acides aminés qui
jouent un rdle fonctionnel clé. Dans la B4GalT1 bovine, ils seraient directement impliqués
dans la fixation du substrat donneur et/ou accepteur (Gastinel et al., 1999; Ramakrishnan et
al., 2002; Ramakrishnan and Qasba, 2010). Cette séquence peptidique comprend également
des résidus carboxylates qui joueraient vraisemblablement un réle catalytique (Ramakrishnan
and Qasba 2003). Mes résultats indiquent que la mutation de la Phe221 et du Trp222 n’a pas
de conséquences majeures sur ’activit¢ de I’enzyme ni sur 1’affinité envers le substrat

donneur, comme I’indiquent les valeurs de K, inchangées. Ces résultats suggerent que ces
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acides aminés ne seraient pas directement impliqués dans la reconnaissance de I’UDP-Gal. Le
modele moléculaire de 1’organisation 3D de la f4GalT7 humaine basé sur la structure
cristallographique de la B4GalT1 bovine ou de la B4GalT7 de drosophile, suggere que la
Phe221 et le Trp222 seraient localisés a I’extérieur du site de fixation de I"UDP-Gal.
Néanmoins, la conservation de ces acides aminés au sein des f4GalTs nous laisse supposer

qu’ils seraient importants pour I’intégrité structurale de 1’enzyme.

Les données bibliographiques, 1’étude phylogénétique et 1’alignement de séquences des
B4GalTs ainsi que notre modele moléculaire de la f4GalT7 humaine, suggerent que le Trp224
serait un acide aminé dont la localisation est centrale au niveau du site actif de I’enzyme. J’ai
donc analysé I’effet des mutations de ce résidu sur I’activité de la B4GalT7 humaine in vitro et
ex vivo. La substitution du Trp224 par une Ala produit une protéine complétement inactive,
aussi bien pour I’enzyme exprimée dans les cellules eucaryotes que la protéine purifiée
exprimée dans la bactérie E. coli. De plus, le mutant W224A n’est pas capable de restaurer la
synthése des GAGs endogénes dans les cellules CHO-pgsB618 déficientes en f4GalT7. De
fagon similaire, cette mutation ne permet pas a I’enzyme d’initier la formation des chaines de
GAGs sur la protéine "core" de la décorine, ni sur le substrat accepteur exogene 4-MOX. Le
remplacement du Trp224 par une Phe, acide aminé aromatique de plus petite taille, provoque
une diminution importante de ’activité enzymatique in vitro et cette protéine mutée ne peut
pas initier la biosynthése des GAGs ex vivo dans des cellules CHO-pgsB618 de facon
significative. En outre, la faible activité du mutant W224F n’a pas permis de déterminer ses
parametres cinétiques.

De fagon intéressante, en générant le mutant W224H, nous avons produit une enzyme active
qui présente des différences importantes, a la fois en termes d’affinité et de spécificité
comparée a l’enzyme sauvage. Notamment, le remplacement du Trp224 par une His
augmente fortement D’affinit¢ de la P4GalT7 envers le substrat donneur (valeur de K,
augmentée de 10 fois) et accroit sa sélectivité vis-a-vis du sucre nucléotidique UDP-Gal. En
revanche, 1’affinité de I’enzyme envers le substrat 4-MOX diminue d’une facon importante.
En outre, I’enzyme sauvage et le mutant W224H ne présentent pas la méme capacité a
prendre en charge les différents substrats accepteurs testés. En effet, la f4GalT7 sauvage
présente une plus forte activité vis-a-vis du substrat MN-Xyl, tandis que le mutant W224H
utilise préférentiellement le 4-MOX. L’étude ex vivo a montré que 1’expression de ce mutant
ne permet pas de stimuler la biosynthése des GAGs totaux de fagon significative dans les

cellules déficientes CHO-pgsB618 et qu’il est également incapable d’initier la synthése des
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chaines de GAGs en présence du substrat xylosidique 4-MOX. L’ensemble de ces résultats
souligne I’importance fonctionnelle du Trp224 de la P4GalT7 humaine et montre une

implication de cet acide aminé dans les interactions avec les substrats donneur et accepteur.

La structure 3D de la B4GalT7 de drosophile et le modele moléculaire de la f4GalT7 humaine
développé au cours de ce travail, indiquent que la molécule d’azote Nel du Trp224 formerait
une liaison avec le B-phosphate du pyrophosphate de I’'UDP-Gal. De la méme fagon, dans la
B4GalT1 bovine cristallisée avec 1'UDP-Gal et le cofacteur métallique Mn*", le Trp314
(équivalent du Trp224 de la f4GalT7 humaine) est situ¢ dans le site de fixation du substrat
donneur, li¢ a I’'UDP-Gal via des interactions avec le pyrophosphate (Ramasamy et al., 2003).
Mes résultats expérimentaux permettent de suggérer que, dans le cas du mutant W224H,
I’atome Ne2 de I’imidazole du résidu His pourrait remplacer le noyau indole du Trp224 pour
former une liaison hydrogeéne avec le groupement pyrophosphate de I’UDP-Gal. Cependant,
cette mutation ne permet pas d’assurer I’interaction de I’enzyme avec le 4-MOX de facon
similaire a I’enzyme sauvage. Ainsi, cela se traduit par une forte diminution de 1’affinité de
I’enzyme mutée envers ce substrat accepteur. En ce sens, il a été démontré qu’un résidu aminé
Trp de différentes GTs, notamment le Trp314 de la f4GalT1 (Ramakrishnan and Qasba,
2001), le Trp284 de ’EXTL2 (Pedersen et al., 2003) et le Trp314 de ’a3GT (Zhang et al.,
2003), serait localisé dans le site catalytique de ’enzyme de fagon a interagir a la fois avec le

substrat donneur et le substrat accepteur.

Le Trp314 de la B4GalT1 bovine et le Trp207 de la f4GalT7 de drosophile sont entourés de
résidus Gly qui permettraient un changement de conformation du site actif de I’enzyme lors
de la fixation du substrat donneur (Ramakrishnan ef al, 2002; Ramakrishnan and Qasba,
2010). La B4GalT7 humaine présente une organisation similaire a ces deux enzymes, ainsi le
Trp224 est entouré des Gly223 et Gly225. Nous avons donc analysé les conséquences de la
mutation de chacun de ces deux résidus sur 1’activité¢ enzymatique de la protéine, in vitro et ex
vivo. De fagon intéressante, il s’est avéré que la mutation de ces deux acides aminés produit
des conséquences différentes sur I’activité GalT évaluée in vitro et sur la capacité de I’enzyme
a stimuler la biosynthése des chaines de GAGs dans les cellules CHO-pgsB618 en culture.
Ainsi, le remplacement de la Gly223 par un résidu Ala induit une baisse modérée de I’activité
GalT, in vitro et ex vivo, en présence du 4-MOX ou de la protéine "core" de la décorine
comme substrat accepteur. Cependant, I’expression de ce mutant dans les cellules CHO-

pgsB618 déficientes en f4GalT7 ne permet pas de restaurer la formation des GAGs totaux.
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De plus, nous avons montré que la mutation de la Gly225 de la p4GalT7 en Ala, conduit a une
perte totale de I’activité de cette enzyme, in vitro et ex vivo, en présence de 4-MOX comme
substrat accepteur. Cependant, ce mutant reste capable de stimuler la formation de chaines de

GAGs sur la protéine "core" de la décorine dans les cellules CHO-pgsB618.

L’analyse de la structure 3D des f4GalT1s bovine et humaine et de la f4GalT7 de drosophile
nous a aidé a apporter des hypothéses permettant d’expliquer ces résultats. La structure
cristallographique de la B4GalTl bovine, de la f4GalT]1 humaine et de la B4GalT7 de
drosophile, montre respectivement que chacun des peptides *>*GWG*!"> (Ramakrishnan and
Qasba, 2001), *YGWG™" (Ramasamy et al., 2005) et 2°GWG™™ (Ramakrishnan and Qasba,
2010) forme une courte boucle qui joue un rdle clé dans I’organisation du site actif des
B4GalTs. Ainsi, les Gly permettraient au résidu Trp central d’effectuer un mouvement
rotationnel, provoquant un changement de la conformation de 1’enzyme pour passer d’une
conformation de type I (ouverte) a une conformation de type II (fermée) et inversement. Cette
modification est indispensable au déroulement de la réaction catalysée par ces enzymes. On
peut émettre 1’hypothése selon laquelle les Gly223 et Gly225 de la B4GalT7 humaine
joueraient un rdle similaire et que la mutation de ces acides aminés affecterait le
positionnement du Trp224 dans la poche catalytique de I’enzyme, en diminuant I’accessibilité
de ce résidu au substrat accepteur. D’un autre coté, mes résultats montrent que la substitution
de chacun des résidus Gly par une Ala ne produit pas les mémes effets in vitro et ex vivo, en
fonction de la structure de I’accepteur. Ainsi le mutant G225A ne peut catalyser la réaction
GalT et son expression permettre de stimuler la formation de chaines de GAGs qu’en
présence d’une protéine "core" (décorine ou protéines "core" endogenes exprimées par les
cellules CHO-pgsB618). Cela est probablement di au fait que la présence d’une Ala en
position 225 de la f4GalT7 humaine empéche I’interaction entre le site actif de I’enzyme et la
partie aglycone du substrat accepteur (4-MO). Enfin, la substitution de la Gly223 par une Ala
ne permettrait pas a la partie peptidique du substrat accepteur d’accéder au site actif de
I’enzyme, tandis que I’aglycone est tolérée, ce qui explique l’activité in vitro et ex vivo
mesurée en présence du substrat 4-MOX. Cependant, le mutant G223 A est capable d’initier la
biosynthése de chaines de GAGs sur la protéine "core" de la décorine mais pas sur les autres
protéines "core" endogenes exprimées dans les cellules CHO-pgsB618, ce qui se manifeste
par I'incapacité du mutant G223A de la f4GalT7 humaine a stimuler la biosynthése des
GAGs totaux des cellules CHO-pgsB618. L’¢€lucidation de 1’organisation 3D de la f4GalT7

humaine en complexe avec le substrat accepteur restera 1’approche la plus pertinente pour
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expliquer précisément ’effet différentiel des mutations des résidus Gly223 et Gly225 sur

P’activité GalT en fonction de ces substrats.

De fagon similaire, nous avons étudié le role des acides aminés a caractére acide, situés a
I’extrémité C-terminale du motif 2'FWGWGREDDE>". Les résultats obtenus ont montré
I’importance fonctionnelle majeure des résidus Glu227, Asp228 et Asp229, alors que le role
du résidu Glu230 apparait moins essentiel. En effet, ’analyse de 1’effet, in vitro et ex vivo, de
la substitution du résidu Glu227 par une Ala montre que cette mutation produit une perte
totale de I’activité enzymatique. En revanche, la mutation E227D permet de conserver une
partie de I’activité de la B4GalT7 humaine in vitro, et I’expression de ce mutant stimule, de
fagon modérée, la biosynthese des GAGs dans les cellules déficientes CHO-pgsB618 et sur le
substrat xylosidique exogene. D’un autre coté, le remplacement du résidu Asp228 de la
B4GalT7 par une Ala produit une abolition compléte de son activité GalT. En outre, le mutant
D228E est actif in vitro et est capable de restaurer, ex vivo, la formation de GAGs dans les
cellules CHO-pgsB618 a un niveau comparable a 1’enzyme sauvage, mais ne permet pas
d’initier cette biosynthése a partir de substrat xylosidique 4-MOX. Ce résultat est di a la
diminution de [Daffinit¢ de ce mutant envers ce substrat accepteur, que montre la
détermination des constantes cinétiques de I’enzyme.

L’analyse des propriétés cinétiques des mutations conservative et non conservative des
résidus Glu227 et Asp228 sont en accord avec une fonction catalytique, mais mes résultats ne
permettent pas de distinguer completement lequel des deux acides aminés (Glu227 ou
Asp228) joue le role de base catalytique dans la B4GalT7 humaine. L’analyse de la premicre
structure de la B4GalT1 bovine cristallographiée en complexe avec I’'UDP-Gal a proposé que
le résidu Glu317 (équivalent du Glu227 dans la 4GalT7 humaine) jouerait le réle de base
catalytique (Gastinel ef al., 1999). Par ailleurs, la cristallisation de I’enzyme bovine W314A-
B4GalT1 avec le cofacteur métallique, I’'UDP et le GlcNAc, indique que le résidu Asp318
(équivalent de I’Asp228 dans I’enzyme humaine) formerait une liaison hydrogene avec le
groupement hydroxyle en position C4 du substrat accepteur et qu’il serait donc impliqué dans
la déprotonation de ce groupement. Par conséquent, Ramasamy et al. (2003) suggerent que
1’Asp318 jouerait un rdle de base catalytique dans la f4GalT1 bovine. De plus, le "docking"
du Glc dans le site de fixation du substrat accepteur de la f4GalT7 de drosophile a permis
d’aboutir a une conclusion similaire suggérant que I’Asp211 de I’enzyme de drosophile serait
la base catalytique. L’organisation 3D du mode¢le moléculaire de I’enzyme humaine, basé sur

la structure cristallographique du site catalytique de la B4GalT7 de drosophile, propose
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I’Asp228 comme base catalytique, tandis que le Glu227 interagirait avec 1’oxygene en
position 4 du Gal. Des investigations supplémentaires sont indispensables afin de confirmer
cette proposition. En ce sens, des études physicochimiques par résonance plasmonique de
surface, ainsi que des €tudes structurales par cristallographie et diffraction des rayons X de la
B4GalT7 humaine ont été initiées avec nos collaborateurs grenoblois.

Enfin, les mutations conservative et non conservative de 1’Asp229 provoquent une perte
d’activité enzymatique de la B4GalT7 in vitro. De fagon intéressante, ces mutations ne
semblent pas affecter la capacité de I’enzyme a initier la synthése des chaines de GAGs sur la
protéine "core". En outre, les mutants D229A et D229E ne sont pas capables de corriger la
déficience de synthése des chaines glycosaminoglycaniques sur le substrat accepteur exogene
4-MOX dans les cellules CHO-pgsB618. 11 est suggéré que la substitution de 1’acide aminé
Asp229 de la B4GalT7 humaine pourrait affecter ’interaction de I’enzyme avec la partie
aglycone du 4-MOX et pas la protéine "core" du PG. Néanmoins, des études plus
approfondies sont indispensables a la compréhension du rdle de cet acide aminé dans le

déroulement de la réaction catalysée par la B4GalT7 humaine.

Enfin, j’ai initié 1’étude du role du motif 6 identifi¢ au cours de ce travail. La séquence HXH
est fortement conservée entre les PB4GalT7s de différentes espeéces. Néanmoins, seul le
premier résidu His de cette séquence peptidique est également présent au sein des f4GalTs
humaines. Récemment, 1’¢lucidation de la structure 3D de la B4GalT7 de drosophile
(Ramakrishnan and Qasba, 2010) a mis en évidence un nouveau motif HXH, dont chacun des
deux résidus His formerait une liaison de coordination avec le cofacteur métallique Mn*".
Nous avons donc étudié, par une approche in vitro/ex vivo, le r6le du premier résidu His du
motif *"HLH** de la 4GalT7 humaine. La substitution de 1’His257 par une Arg produit une
enzyme complétement inactive et I’expression du mutant H257R ne permet pas la restauration
de la syntheése des GAGs dans les cellules déficientes CHO-pgsB618. La mutation du résidu
His257 en Ala a des conséquences plus modérées sur I’activité GalT et maintient la capacité
de la B4GalT7 humaine a stimuler la formation des chaines de GAGs des PGs endogenes. Ces
résultats s’expliquent vraisemblablement par la taille de la chaine latérale du résidu Arg en
position 257 a la place de I’His qui produirait un encombrement stérique ne permettant pas la
liaison aux cations Mn*". En revanche la mutation de ce résidu His par une Ala est tolérée par
I’enzyme. De fagon intéressante, cette mutation augmente la sélectivité de 1I’enzyme envers le
type du cation métallique par comparaison avec ’enzyme sauvage. Afin d’expliquer ce

résultat, nous projetons de déterminer 1’affinité de I’enzyme sauvage ou portant une mutation
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sur I’acide aminé His257 vis-a-vis des différents cations divalents, ou encore de déterminer la

distance entre le cation métallique et ce résidu His dans la f4GalT7 humaine cristallisée.

Dans la p4GalT1 bovine, le résidu His347 (équivalent de 1’His257 de la B4GalT7 humaine)
est localisé au niveau d’une région charniére située dans une grande boucle flexible (345-
353). L’¢lucidation de la structure 3D de cette enzyme a montré que 1’acide aminé His257
participe a la formation de liaisons de coordination avec le cofacteur métallique Mn>"
(Ramasamy et al., 2005; Ramakrishnan et al., 2006). Plus précisément, il a été¢ proposé que le
résidu His347 forme une liaison de coordination avec le cation métallique Mn”" en remplagant
une molécule d’eau (Ramakrishnan ef al, 2006). La comparaison de la structure
cristallographique de la p4GalT7 de drosophile en présence d’UDP et du cation Mn*" et celle
de la B4GalT1 bovine en présence de ’'UDP-Gal et de ce méme cofacteur montre une
organisation similaire, a I’exception de la localisation du résidu aminé His241 de drosophile
(équivalent de I’His 257 de la f4GalT7 humaine) et de la Met344 de la p4GalT1 bovine. De
fagon importante, la superposition de 1’enzyme mutée M344H-B4GalT1 bovine et de la
4GalT7 de drosophile montre une organisation 3D comparable. Cette approche a montré que
la Met334 (B4GalT1 bovine) est superposée avec 1’His241 (B4GalT7 de drosophile) et que
I’His347 (bovine) est superposée avec 1’His243 (drosophile). Ainsi, il a été suggéré que les
résidus His257 et His259 interviendraient, de fagon similaire, dans la formation des liaisons
de coordinations avec les cations Mn>". Cette étude constitue une approche préliminaire de la
caractérisation structurale et fonctionnelle du motif *’HXH>*’ spécifique des p4GalT7s. Un
travail complémentaire est a réaliser afin de déterminer le role de 1’His259 de la f4GalT7

humaine.

Le deuxiéme axe de la caractérisation de la B4GalT7 réalisé au cours de cette these a porté sur
I’étude des mutations génétiques de cette enzyme, responsables du syndrome progéroide
d’Ehlers-Danlos. Cette maladie est caractérisée par un tableau clinique particuliérement
sévere associé aux anomalies de glycosylation des PGs. Parmi celles-ci, les altérations
touchant les chaines de GAGs de la décorine ont été les mieux caractérisées, notamment dans
les fibroblastes de peau des patients atteints. Dans ce contexte, nous avons cherché a
déterminer les conséquences moléculaires des mutations A186D, L206P et R270C, sur
I’activité enzymatique de la B4GalT7 in vitro et ex vivo, dans des cellules déficientes CHO-
pgsB618. Les répercussions de ces mutations sur les parameétres cinétiques de 1’enzyme ont
¢té également analysées avec les protéines purifiées exprimées dans la bactérie E. coli. Le

développement d’un modele moléculaire de la B4GalT7 humaine basé sur la structure
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cristallographique de la B4GalT1 bovine, nous a permis d’interpréter les résultats obtenus et
de cerner I’importance fonctionnelle de chacun des trois acides aminés porteur de mutations

(A186, L206 et R270).

La mutation A186D provoque une diminution importante de 1’activit¢é GalT de 1’enzyme
recombinante, tandis que la substitution de la Leu206 par une Pro 1’abolit totalement. De
facon intéressante, la perte d’activité de la B4GalT7 occasionnée par la mutation de 1’Arg270
en Cys est beaucoup plus modérée. Ainsi, la protéine mutée présente une activité d’environ
50% de celle de I’enzyme sauvage. Parall¢lement, I’analyse de la capacité de la f4GalT7 et
des mutants Ehlers-Danlos a initier la synthese des chaines de GAGs sur le substrat accepteur
4-MOX démontre que malgré sa faible activité in vitro, le mutant A186D est capable de
restaurer la synthése des GAGs ex vivo dans des cellules déficientes CHO-pgsB618 a un
niveau comparable a celui de la protéine sauvage. Ces constatations ont été confirmées par
I’analyse des chaines d’HS par technique d’immunofluorescence et sont en accord avec les
travaux réalisés précédemment par Okajima ef al. (1999b). Quant a I’absence de synthese des
chaines de GAGs dans des cellules CHO-pgsB618 transfectées avec le géne codant pour la
B4GalT7 humaine portant la mutation L206P, elle a été également confirmée par 1’analyse de
I’expression des chaines d’HS en immunofluorescence indirecte, qui montre une absence
totale d’expression de ces GAGs dans les cellules exprimant ce mutant. La modélisation
moléculaire de la f4GalT7 humaine ainsi que I’analyse de la structure 3D de la f4GalT7 de
drosophile suggerent que la Leu206 serait localisée dans un feuillet B fortement conservé dans
les B4GalT7s de différentes especes. Ainsi, cet acide aminé jouerait un role important dans le
maintien de la structure secondaire de la protéine, ce qui expliquerait I’altération du
repliement de ’enzyme lors de la substitution de la Leu206 par un résidu Pro. Enfin, la
mutation R270C provoque une forte diminution de I’affinité de I’enzyme envers le substrat
accepteur 4-MOX, qui se traduit par une augmentation importante de la valeur du K. La
modélisation moléculaire du site de fixation du substrat accepteur de la B4GalT7 humaine,
contenant le Xyl lié¢ a la sérine d’un peptide de décorine, suggere que I’Arg270 serait située a
proximité de la protéine "core" du PG. De facon complémentaire, 1’analyse de I’organisation
3D du site de fixation du substrat accepteur dans la B4GalT7 de drosophile indique que la
Lys254 (équivalent de I’Arg270 de I’enzyme humaine) serait située du c6té C-terminal d’une
longue boucle flexible. Ainsi, il a été suggéré que le replacement de cet acide aminé par une
Cys pourrait affecter la flexibilité de cette boucle et par conséquent, altérer 1’organisation du

site de fixation du substrat accepteur. Néanmoins, la comparaison des structures secondaires
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des P4GalT7s humaine et de drosophile montre que chacune de ces deux enzymes présente
des différences importantes au niveau de la région C-terminale contenant 1’Arg270. Ces
constatations renforcent I’importance de 1’élucidation de la structure 3D de I’enzyme f4GalT7

humaine en complexe avec le substrat accepteur.

J’ai participé au cours de la derniere partie de ce travail de thése a I’étude de la régulation des
voies de biosynthése des chaines de GAGs. Plus précisément, nous avons voulu déterminer si
un mécanisme épigénétique, par méthylation d’ADN, intervient dans la régulation de la
synthése des GAGs et/ou dans leur modification par sulfatation. Simultanément, nous avons
cherché a savoir dans quelle mesure un tel mécanisme pourrait concourir a 1’altération du
profil de sulfatation des HS et du phénotype chondrocytaire dans le chondrosarcome humain,

en utilisant les cellules HEMC comme mode¢le de tumeur maligne du cartilage.

Dans une premicre approche, nous avons mis en évidence la présence de régions riches en
CpG au niveau de la séquence promotrice des genes codant les GTs impliquées dans la
formation de I’amorce tétrasaccharidique commune aux CS/DS et Hp/HS. L’établissement du
profil de méthylation a montré que ces genes sont peu méthylés, indiquant que 1’expression
des quatre GTs de I’amorce tétrasaccharidique ne semble pas soumise a un mécanisme de
régulation épigénétique impliquant la méthylation de I’ADN dans les cellules de
chondrosarcome humain HEMC. L’analyse du profil de méthylation du géne EXT1 écarte
I’hypothese selon laquelle la polymérisation des chaines d’HS serait contrdlée par ce
processus de régulation épigénétique. Par conséquent, dans les cellules de chondrosarcome
humain, la méthylation de I’ADN ne serait impliquée ni dans la régulation de la formation de
I’amorce tétrasaccharidique ni dans la polymérisation des chaines d’HS. Ces résultats sont
concordants avec la littérature (Hameetman et al., 2007). En effet, d’autres groupes montrent
qu’aucun phénoméne de méthylation aberrante du gene EXT1 ne semble étre associé aux

chondrosarcomes ni aux ostéosarcomes (Ropero et al., 2004; Tsuchiya et al., 2005).

Par ailleurs, de nombreuses études ont démontré que des modifications de la sulfatation des
chaines d’HS sont impliquées dans I’altération des fonctions et du comportement cellulaire
caractéristiques des cellules cancéreuses. Pour cette raison, nous avons voulu déterminer si les
génes impliqués dans la sulfatation des chaines HS sont contrélés par un mécanisme de
régulation épigénétique impliquant une méthylation de I’ADN, dans les cellules HEMC. De
fagcon importante, 1’analyse de la carte de méthylation de la famille des NDSTs et des OSTs a
montré que les génes codant pour la 3-OST1, 3-OST3A et 3-OST6 sont hyperméthylés, ainsi
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que les genes codant pour la NDST1, 'HS6ST2 et ’HS6ST3. En revanche, la 3-OST2
présente une méthylation plus modérée au niveau de la région proximale du promoteur.
L’utilisation de la 5-Aza-dc, agent inhibiteur des DNMTs, a permis de confirmer que la 3-O-
sulfatation des HSPGs dans les cellules HEMC est régulée par un mécanisme épigénétique,
via la méthylation de I’ADN. Plus précisément, le traitement de ces cellules a la 5-Aza-dc,
induit une forte augmentation du taux d’expression de ’ARNm de la 3-OST3A et une
augmentation plus modérée du niveau des ARNm de la 3-OST1 et la 3-OST2. Parall¢lement,
I’analyse de la carte de méthylation de la 3-OST3A dans des cellules HEMC aprés traitement
a la 5-Aza-dc a montré une diminution significative du nombre de sites CpG méthylées,
suggérant que 1’augmentation de la transcription du geéne codant la 3-OST3A est due, au
moins en partie, a la déméthylation de ce géne. D une fagon complémentaire, le traitement des
cellules HEMC a la 5-Aza-dc ne semble pas affecter la transcription des genes codant pour la
3-OST3B, HS2ST1 et HS6STI, en accord avec le faible taux de méthylation des ilots CpG de
ces génes. Quant aux geénes codant pour la NDST1 et HS6ST2, ils sont sensibles a I’effet de
I’inhibiteur de la méthylation de I’ADN. En effet, le traitement des cellules HEMC a la 5-
Aza-dc augmente le taux de ’ARNm de fagon significative, suggérant que ces génes sont
soumis a un processus de régulation épigénétique. Néanmoins, une forte méthylation de la
NDSTI1 et HS6ST2 a été également observée dans des cellules sanguines, utilisées comme
controle dans cette étude. Par conséquent, I’hyperméthylation des genes codant pour ces STs

ne semble pas spécifique du chondrosarcome humain.

A la lumiere de ces résultats, nous avons analysé les conséquences fonctionnelles de la
régulation de la 3-O-sulfatation (plus particulierement les 3-OST1 et -3A) sur les HSPGs, par
un mécanisme €pigénétique, dans le chondrosarcome humain. Dans cet objectif, nous avons
procédé dans un premier temps par traitement des cellules HEMC avec la 5-Aza-dc, suivi
d’un radiomarquage Nay[*°S]SOs, [PH]GIeN et [ S]Cys-Met, combiné a des analyses
biochimiques des PGs cellulaires par différentes techniques chromatographiques. Cette
approche nous a permis de démontrer que la déméthylation du géne codant pour la 3-OST3A
induit une augmentation de 1’expression de ce gene, qui a son tour provoque une
augmentation du taux de sulfatation des chaines d’HS. Nous avons démontré également que la
longueur des chaines HS reste inchangée. De fagon complémentaire, les analyses
d’immunomarquage en fluorescence indirecte montrent une surexpression des HSPGs
cellulaires dans les cellules HEMC traitées avec la 5-Aza-dc et dans les cellules exprimant la

3-OST1 ou la 3-OST3A recombinantes.
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Enfin, la dernicre partie de ce projet a été consacrée a la détermination des conséquences de
I’augmentation de la 3-O-sulfatation des HSPGs cellulaires, sur le comportement des cellules
HEMC, notamment en termes de prolifération, d’adhésion et de migration cellulaires. En
effet, il est établi que les régulations épigénétiques jouent un role clé dans les processus
cellulaires liés a la cancérogenese. Nous avons donc déterminé 1’impact du traitement des
cellules HEMC a la 5-Aza-dc sur la prolifération cellulaire et le résultat obtenu a été comparé
au taux de prolifération des cellules HEMC surexprimant la 3-OST1 ou la 3-OST3A. Nous
avons procédé de méme pour déterminer I’effet du traitement avec 1’inhibiteur de méthylation
de ’ADN, ainsi que I’effet de la surexpression de ces deux 3-OSTs sur 1’adhésion et la
migration cellulaires. De fagon intéressante, nous avons montré par cette approche que les
cellules traitées avec la 5-Aza-dc ou transfectées avec le vecteur pcDNA-30ST3A présentent
une diminution significative du taux de la prolifération et une augmentation importante de la
capacité de ces cellules a adhérer a un support traité avec la fibronectine. Ce résultat suggere
un réle important de cette modification des chaines de GAGs, qui pourrait étre associée a
I’altération des propriétés cellulaires constatée dans certains types de cancers (Sanderson,
2001). Enfin, les tests de migration cellulaire, in vifro, ont montré que le traitement des
cellules HEMC a la 5-Aza-dc ainsi que la surexpression de la 3-OST1 et 3-OST3A, inhibent
la migration de ces cellules d’une maniere significative.

L’ensemble de ces résultats suggere que, dans le modele étudié de chondrosarcome humain, le
profil de sulfatation des PGs, et plus particulieérement celui des HSPGs cellulaires, constituent
un ¢élément clé dans le contrdle des propriétés cellulaires notamment la prolifération,
I’adhésion et la migration cellulaires. De fagon importante, la 3-OST1 et la 3-OST3A, qui
sont deux enzymes impliquées dans la modification des chaines de GAGs par 3-O-sulfatation,

semblent étre soumises a un processus de régulation épigénétique dans ces cellules HEMC.
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Conclusions et perspectives

Les GAGs sont des macromolécules complexes, impliquées dans de nombreux processus
biologiques. Leur biosynthése nécessite 1’intervention de plusieurs familles d’enzymes qui
assurent la formation de 1’amorce tétrasaccharidique commune aux CS/DS et Hp/HS,
I’¢longation et la modification des chaines de GAGs. Du fait de leur role clé dans de multiples
processus physiologiques et pathologiques, 1’intérét suscité par ces molécules ne cesse de
croitre. En effet, I’altération de la biosynthése des chaines de GAGs constitue un événement
majeur dans le développement de certaines situations pathologiques, notamment au cours des
arthropathies. De plus, la perturbation de la biosynthése de ces molécules a été constatée aussi
bien dans des pathologies sporadiques que dans des maladies génétiques. Le syndrome
progéroide d’Ehlers-Danlos est caractérisé par une diminution de la formation des chaines
glycosaminoglycaniques. Celle-ci a été étudiée en particulier sur la protéine "core" des
SLRPs, et plus particuliérement la décorine, au niveau des tissus conjonctifs. A [’heure
actuelle, il est clair que la compréhension des mécanismes de biosynthése et de modification
des GAGs est primordiale. En effet, malgré 1’identification des enzymes impliquées dans cette
machinerie cellulaire, nos connaissances sur leur organisation structurale et fonctionnelle et

leur régulation demeurent limitées.

Dans ce contexte, la premiére partie de ma thése a été consacrée a la caractérisation
structurale et fonctionnelle de la B4GalT7 humaine. En effet, cette enzyme intervient a un
stade précoce de I’initiation de la formation de I’amorce tétrasaccharidique et sa présence est
indispensable a la fois pour la syntheése des chaines de CS/DS et d’Hp/HS. De plus, il est
¢tabli que la forme progéroide du syndrome d’Ehlers-Danlos est une conséquence directe de
mutations du géne codant pour la f4GalT7 chez I’homme. Pour atteindre les objectifs fixés,
nous avons réalisé une série de mutations d’acides aminés potentiellement impliqués dans la
reconnaissance des substrats et/ou la catalyse enzymatique. L’identification de ces résidus est
basée sur I’établissement d’un arbre phylogénétique et la réalisation d’un alignement de
séquences des B4GalTs. Le développement d’un modele moléculaire de la B4GalT7 humaine,
basé sur la structure cristallographique de la B4GalT1 bovine, puis de la PB4GalT7 de
drosophile, nous a aidé a mieux comprendre le role de chaque acide aminé étudié dans le

cadre de ce projet.

La caractérisation in vitro des conséquences des mutations sur I’activité enzymatique et sur

les constantes cinétiques nous a permis d’identifier des acides aminés qui jouent un réle clé
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dans le déroulement de la réaction enzymatique catalysée par la f4GalT7 humaine. Nous
avons démontré Iimportance fonctionnelle des deux résidus Asp du motif '“DVD'®. En
effet, mes résultats suggérent qu’ils seraient impliqués, respectivement, dans la fixation de
’UDP-Gal et la formation de liaisons de coordination avec le cofacteur Mn>". L’une des
principales découvertes de cette ¢tude est 1’identification du Trp224 impliqué a la fois dans
des interactions avec le substrat donneur et accepteur. De fagon intéressante, nous avons pu
moduler I’affinité, la spécificité de la B4GalT7 et sa capacité a initier la synthése des GAGs ex
vivo en générant un mutant de cette enzyme par substitution du Trp224 en His.

D’apres la littérature et la structure 3D de la f4GalT7 de drosophile, 1’Asp228 constituerait
vraisemblablement la base catalytique de I’isoforme humaine. Néanmoins, les approches
expérimentales mises en ceuvre n’ont pas complétement permis d’éliminer un réle possible du
Glu227. Par conséquent, des investigations supplémentaires, notamment la cristallisation de
cette protéine en présence du substrat accepteur, demeurent nécessaires pour la détermination
du role de chacun de ces deux acides aminés. Ces études sont en cours.

Parallélement aux études in vitro, nous avons développé une approche pluridisciplinaire qui
nous a permis de déterminer les conséquences fonctionnelles de la mutation de la f4GalT7 sur
la capacité de ’enzyme a restaurer dans des cellules déficientes CHO-pgsB618, la synthese
des GAGs endogenes totaux ou a partir de la protéine "core" de la décorine, ou encore a partir
d’un substrat xylosidique exogene, le 4-MOX. Les résultats obtenus ont corroboré, en général,
les approches vitro, soulignant en particulier le role crucial du Trp224 de la B4GalT7

humaine.

Dans la deuxiéme partie de 1’étude structurale et fonctionnelle de cette enzyme, nous nous
sommes intéressés a la caractérisation biochimique et moléculaire des mutations de la
B4GalT7, associées au syndrome progéroide d’Ehlers-Danlos chez ’homme. j’ai, en premier
lieu, analysé les conséquences de chacune des mutations (A186D, L206P et R270C) sur
I’activité de I’enzyme et sur ses constantes cinétiques. Cette étude a été associée a une
caractérisation ex vivo de la restauration de la synthése des chaines de GAGs dans des cellules
déficientes CHO-pgsB618.

Cette approche nous a permis de montrer que la mutation A186D de la f4GalT7 ne serait pas
la principale cause de I’altération de la biosynthése des chaines glycosaminoglycaniques,
constatée chez les patients atteints du syndrome progéroide d’Ehlers-Danlos qui sont porteurs
de la double mutation A186D/L206P. En revanche, la mutation L206P a des effets trés

déléteres sur I’activité enzymatique évaluée in vitro et ex vivo et cela est vraisemblablement
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da a une altération majeure de la conformation de la protéine. Enfin, nous avons également
démontré que la mutation R270C diminue de fagcon importante 1’affinité de I’enzyme envers

le substrat accepteur 4-MOX.

L’ensemble des résultats obtenus au cours de cette étude constitue une avancée importante
dans la compréhension des mécanismes de fonctionnement de la B4GalT7 humaine,
notamment, 1’identification d’acides aminés impliqués dans 1’organisation du site actif de
I’enzyme et dans la reconnaissance du substrat donneur et/ou accepteur et de la base
catalytique.

Outre son intervention a un stade précoce de I’initiation de la synthése des GAGs, la f4GalT7
est une enzyme qui a la particularité de pouvoir utiliser des substrats synthétiques exogenes,
pour initier la biosynthése des GAGs. Ainsi, I’élucidation de son organisation structurale et
fonctionnelle devrait permettre de développer des molécules glycomimétiques, qui seront
destinées au traitement des pathologies associées a la perturbation de la synthese des chaines
de GAGs.

La B4GalT7 est une cible pharmacologique potentielle et I’¢lucidation de sa structure 3D
devrait constituer un grand pas vers le développement de thérapies originales, basées sur le
transfert de géne et sur 1’addition de molécules glycomimétiques. C’est pourquoi, ayant
développé un systéme performant d’expression dans la bactérie, nous avons lancé les
premicres tentatives de cristallisation de la f4GalT7 humaine. De plus, cette approche est
complétée par une caractérisation physico-chimique des interactions enzyme-substrat, basée
sur I’utilisation de la résonance plasmonique de surface, sur Biacore. Ce travail sera poursuivi

par des collaborations avec mon équipe.

Dans une partie complémentaire de mon travail de these, j’ai contribué¢ a une étude originale
qui a consisté a caractériser les mécanismes de régulation de I’expression des enzymes
impliquées dans la biosynthése des GAGs. Nous nous sommes intéressés, plus
particuliérement, a 1’é¢tude d’un modele cellulaire de chondrosarcome humain. La
cartographie de méthylation des régions promotrices des geénes codant les enzymes
intervenant dans la synthése et la modification, par N- et O-sulfatation des chaines de HS,
nous a permis de montrer pour la premiére fois une hyperméthylation des ilots CpG situés
dans la région promotrice proximale spécifique de la famille des 3-OSTs dans les cellules
HEMC. Cette méthylation serait, trés vraisemblablement, la cause de la répression de ces
geénes dans la lignée HEMC du chondrosarcome humain, qui se manifeste par un faible taux

d’expression des ARNm dans ces cellules.
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L’extinction de I’expression des genes hyperméthylés serait liée au caractére invasif de ces
cellules cancéreuses. En effet, le traitement de ces cellules a la 5-Aza-dc a permis de corriger
le comportement cellulaire des cellules HEMC. De fagon intéressante, I’analyse de 1’effet de
la surexpression de la 3-OST1 et la 3-OST3A nous a permis de montrer que
I’hyperméthylation de ces génes contribue au phénotype invasif de ce chondrosarcome. Notre
étude suggere que la diminution de la sulfatation, en position 3, des HSPGs cellulaires est li¢e
a Daltération des propriétés cellulaires des HEMC et au développement du caractere invasif.
Notre investigation confirme également que les geénes responsables de la 3-O-sulfatation

seraient soumis a un mécanisme de régulation épigénétique, via la méthylation de I’ADN.

Ce processus de controle de 1’expression des génes par la méthylation de I’ADN est largement
identifi¢ dans différents types de cancers. De facon intéressante, ce mécanisme de régulation
de I’expression est associé au développement d’une résistance des cellules cancéreuses a la
chimiothérapie, ainsi qu’a un pronostic défavorable. Cependant, 1’altération de la méthylation
de ’ADN est un phénomene potentiellement réversible. Ainsi, il a été possible au cours des
derni¢res années de développer des approches thérapeutiques dans le traitement des cancers,
par I’utilisation de molécules médicamenteuses capables d’induire la déméthylation de ces
genes. De nombreuses études sont actuellement au stade préclinique ou clinique du
développement du médicament. Des agents inhibiteurs des DNMTs ont donné des résultats
satisfaisants dans le traitement d’hémopathies, notamment dans le cas de la leucémie
my¢loide ainsi que dans d’autres types de cancers. Le chondrosarcome reste un cancer
particulierement difficile a diagnostiquer et a traiter, notre étude constitue une avancée
importante dans la compréhension des mécanismes de régulation par méthylation de I’ADN,
de I’expression des genes responsables de la sulfatation des chaines d’HS cellulaires et ouvre

des perspectives dans la prise en charge des tumeurs malignes du cartilage.
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Mutant Amorce Séquence
DI63A Sens 5’GAC TAC ATT GCC ATG CAC GCA GTT GCA CTG CTC CCT CTC 3°
Antisens 5’GAG AGG GAG CAG TGC AAC TGC GTG CAT GGC AAT GTA GTC 3°
DI163E Sens 5" GACTAC ATT GCC ATG CAC GAG GTT GCA CTG CTC CCT CTC ¥’
Antisens 5 GAG AGG GAG CAG TGC AAC CTC GTG CAT GGC AAT GTA GTC 3°
V164A Sens 5" TAG ATT GCC ATG CAC GAC GCT GAC CTG CTC CCT CTC AAC ¥’
Antisens 5" GTT GAG AGG GAG CAG GTC AGC GTC GTG CAT GGC AATCTA 3
DI165A Sens 5" ATT GCC ATG CAC GAC GTT GCA CTG CTC CCT CTC AAC GAG 3°
Antisens 5’ CTC GTT GAG AGG GAG CAG TGC AAC GTC GTG CAT GGC AAT ¥
DI165E Sens 5" ATT GCC ATG CAC GAC GTT GAG CTG CTC CCT CTC AAC GAG 3°
Antisens 5’ CTC GTT GAG AGG GAG CAG CTC AAC GTC GTG CAT GGC AAT ¥
Al186D Sens 5’-GG CCC TTC CAC GTG GAC TCC CCG GAG CTC-3’
Antisens 5’-GAG CTC CGG GGA GTC CAC GTG GAA GGG CC-3°
L206P Sens 5’-GC GGC ATC CTG CTG CCT TCC AAG CAG CACTAC-3’
Antisens 5’-GTA GTG CTG CTT GGA AGG CAG CAG GAT GCC GC-3°
F221A Sens 5> ATG TCC AAC CGC GCG TGG GGC TGG GGC 3°
Antisens 5" GCC CCA GCC CCA CGC GCG GTTGGACAT®
F221Y Sens 5" ATG TCC AAC CGC TAC TGG GGC TGG GGC 3’
Antisens 5" GCC CCA GCC CCA GTA GCG GTT GGA CAT 3
W222A Sens 5" TCC AAC CGC TTC GCG GGC TGG GGC CGC 3
Antisens 5" GCG GCC CCA GCC CGC GAA GCG GTT GGA 3°
W222F Sens 5" TCC AAC CGC TTC TTT GGC TGG GGC CGC 3’
Antisens 5" GCG GCC CCA GCC AAA GAA GCG GTT GGA 3°
G223A Sens 5> AAC CGC TTC TGG GCG TGG GGC CGC GAG 3°
Antisens 5’ CTC GCG GCC CCA CGC CCA GAAGCGGTT 3
W224A Sens 5" CGC TTC TGG GGC GCG GGC CGC GAG GAC 3’
Antisens 5" GTC CTC GCG GCC CGC GCC CCA GAA GCG 3
W224H Sens 5" CGC TTC TGG GGC CAC GGC CGC GAG GAG ¥»
Antisens 5" CTC CTC GCG GCC GTG GCC CCA GAA GCG ¥
W224F Sens 5" CGC TTC TGG GGC TTC GGC CGC GAG GAG ¥’
Antisens 5’ CTC CTC GCG GCC GAA GCC CCA GAAGCG ¥
G225A Sens 5" TTC TGG GGC TGG GCG CGC GAG GAC GAC 3’
Antisens 5" GTC GTC CTC GCG CGC CCA GCCCCAGAA Y
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E227A

E227D

D228A

D228E

D229A

D229E

E230A

H257A

H257R

R270C

Sens
Antisens

Sens
Antisens

Sens
Antisens

Sens
Antisens

Sens
Antisens

Sens
Antisens

Sens
Antisens

Sens
Antisens

Sens
Antisens

Sens
Antisens

5’ GGC TGG GGC CGC GCG GAC GACGACTTC 3°
5" GAA CTC GTC GTC CGC GCG GCC CCA GCC ¥

5’ GGC TGG GGC CGC GAC GACGACGACTTC ¥
5" GAA CTC GTC GTC GTC GCG GCC CCA GCC 3’

5’ TGG GGC TGG GGC CGC GAG GCA GAC GAG TTCTAC CGG CGC ¥
5’ GCG CCG GTA GAA CTC GTC TGC CTC GCG GCC CCA GCC CCA 3°

5’ TGG GGC TGG GGC CGC GAG GAG GAC GAG TTC TAC CGG CGC 3’
5" GCG CCG GTA GAA CTC GTC CTC CTC GCG GCC CCAGCCCCA ¥

5" GGC TGG GGC CGC GAG GAC GCA GAG TTC TAC CGG CGC ATT 3’
57 AAT GCG CCG GTA GAA CTC TGC TGC CTC GCG GCC CCA GCC ¥

5° GGC TGG GGC CGC GAG GAC GAG GAG TTC TAC CGG CG ATT 3°
5’AAT GCG CCG GTA GAA CTC CTC TGC CTC GCG GCC CCA GCC 3

5’ CGC GAG GAC GAC GCG TTC TAC CGG CGC 3’
5’ GCG CCG GTA GAA CGC GTC GTC CTC GCG 3’

5> AAG ACATTT CGC GCC CTG CACGACCCA ¥
5’ TGG GTC GTG CAG GGC GCG AAATGA CTT 3°

5> AAG ACATTT CGC CGC CTG CACGACCCA ¥
5’ TGG GTC GTG CAG GCG GCG AAATGA CTT 3’

5’-AAG AGG GAC CAG AAG TGT ATC GCA GCT CAA AC-¥
5’-GTT TGA GCT GCG ATA CAC TTC TGG TCC CTC TT-3’

Description des amorces utilisées pour la mutagenese dirigée par PCR de la 4GalT7

Le codon muté est souligné et en gras.
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